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IJ sl 
JI sl/en 
AI Elektroporacija (EP) je fizikalna metoda s katero z dovajanjem električnih pulzov v 
celični membrani za kratek čas ustvarimo pore, kar olajša prehod v celice določenim 
molekulam. Za zdravljenje rakavih obolenj se vse bolj uporablja EP v kombinaciji s 
cisplatinom (CDDP) in bleomicinom, čemur rečemo elektrokemoterapija (EKT). 
Cisplatin je platinova (II) spojina, ki s kovalentnimi povezavami povzroči 
spremembe v strukturi DNA in vodi v smrt rakave celice. Kljub temu, da je CDDP 
eden najpogosteje uporabljenih kemoterapevtikov, pa povzroča hude stranske učinke 
in tudi odpornost rakavih celic. Zaradi tega se raziskave usmerjajo v razvoj novih 
platinovih (II) analogov s protitumorskim delovanjem, kamor spadata tudi [PtCl (5,7-
dibromo-8-hidroksikinolinato)(S-dmso)] (spojina A) in njen analog, [PtCl (5,7-
dibromo-8-hidroksikinolinato)(pta)] (spojina B). Citotoksičnost obeh spojin v 
kombinaciji z EP smo preverili na humani celični liniji raka debelega črevesja 
(HT29) in raka dojke (MCF7). S testom klonogenosti smo izračunali vrednosti IC50 
in jih primerjali z vrednostmi IC50 CDDP, s pripravo citospinov in barvanjem po 
Giemsi pa smo na podlagi morfoloških značilnosti ugotovili delež apoptotičnih in 
nekrotičnih celic. Ugotovili smo, da spojini A in B delujeta citotoksično na tumorske 
celice in povzročata predvsem apoptozo ter deloma nekrozo. Elektroporacija 
statistično značilno poveča citotoksično delovanje vseh treh platinovih (II) spojin in 
je učinkovita metoda za izboljšanje vnosa ne samo CDDP, pač pa tudi spojine A in 
B. Spojina B se je v kombinaciji z in brez EP izkazala za bolj toksično od spojine A 
in hkrati tudi enako ali celo bolj citotoksično kot CDDP pri obeh celičnih linijah in 
je zato primerna za nadaljne testiranje, kot potencialni kemoterapevtik. 
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LA sl 
AL sl/en 
AB Electroporation (EP) is a physical technique in which an electric field is applied to 
cells in order to increase the permeability of cell membrane for poorly permeating 
molecules. Electroporation in combination with cisplatin (CDDP), also called 
electrochemotherapy (ECT), is used for local treatment of several malignant tumors. 
Cisplatin is a well-known platinum (II) antitumor drug which antitumor activity has 
been linked to its ability to form DNA adducts, which subsequently lead to apoptosis 
of cancer cells. Although CDDP is broadly used, its main limitations are severe side 
effects and tumor cells’ resistance. Because of this, researchers are focusing on 
developing new platinum (II) complexes with antitumor activity, including [PtCl 
(5,7-dibromo-8-hydroxyquinolinato)(S-dmso)] (compound A) and it's analog, [PtCl 
(5,7-dibromo-8-hydroxyquinolinato)(pta)] (compound B). In the thesis, we analysed 
the cytotoxicity of compound A and B in combination with EP in human colon cancer 
(HT29) and human breast cancer cell line (MCF7). We determined IC50 values with 
clonogenic assay and compared it to IC50 values of CDDP. We used Giemsa staining 
to determine the percentage of apoptotic and necrotic cells. Results show that all 
compounds, A, B and CDDP have a cytotoxic effect on both tumor cell lines and 
cause primarily apoptotic cell death. Furthermore, EP has proved to be a very 
effective method for drug uptake as it has significantly improved cytotoxicity of all 
three platinum (II) complexes. Compound B has turned out to be more cytotoxic with 
and without EP than compound A and showed similar or better cytotoxicity than 
CDDP in both cell lines. Based on our results, compound B is very promising 
potential therapeutic agent. 
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GSH glutation 
  XI 
Skok J. Ugotavljanje občutljivosti humanih tumorskih celic za elektrokemoterapijo s spojinami platine (II) in vitro.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
hq deprotonirana (anionska) oblika 8-hidroksikinolina 
hqH 8-hidroksikinolin 
HT29 celična linija humanega raka debelega črevesa 
IGROV 1/DDP celična linija humanega raka jajčnikov, odporna na cisplatin 
MAPK MAP-kinaza (ang. Mitogen-activated protein kinase) 
MCF7 celična linija humanega raka dojk (ang. Michigan Cancer 
Fundation-7) 
MRC5 celična linija humanih fibroblastov (ang. Medical Research 
Council cell strain 5) 
NAD+ oksidirana oblika nikotinamidadenindinukleotida (ang. 
nicotinamide adenine dinucleotide) 
NADH reducirana oblika nikotinamidadenindinukleotida (ang. 
nicotinamide adenine dinucleotide) 
NER popravljanje z izrezom nukleotida (ang. nucleotide excision 
repair) 
NFκB jedrni transkripcijski faktor kapa B (ang. nuclear factor 
kappa light chain enhancer of activated B cells) 
OH hidroksilni radikal 
p53 protein ki zavira rast tumorja 
p21 od ciklina odvisen kinazni inhibitor 
PARP poli (adenozin-difosfat riboza) polimeraza 
PBS fosfatni pufer z NaCl (ang. phosphate buffered saline) 
PE uspešnost nasaditve (ang. platting efficiency) 
pta 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan 
RAPTA skupina eksperimentalnih zdravil z rutenijem in pta ligandom 
(ang. ruthenium arene PTA) 
RB1 tumorsupresorski gen, ki kodira retinoblastom protein 
RNA ribonukleinska kislina 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species) 
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SF delež preživelih celic (ang. surviving fraction) 
SKOV3 celična linija raka dojk 
SLC membranski transportni protein (ang. solute carrier) 
SMaza kisla sfingomielinaza 
Spojina A PtCl(5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(S-dmso) 
Spojina B PtCl(5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(pta) 
SW480 humana celična linija kolorektalnega adenokarcinoma 
T2 na CDDP občutljiva humana celična linija, ki je hibrid med 
humanim limfoblastoidom in CEM celično linijo humane 
levkemije 
T24 humana celična linija karcinoma mehurja  
TBL.Cl2 Pt celična linija rezistentna na cisplatin 
TNFα dejavnik tumorske nekroze (ang. tumor necrosis factor) 
U937 celična linija humanega limfoma 
UV ultravijolično sevanje 
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Rak je ime za poligensko večstopenjsko bolezen, ki nastane zaradi mutacij ali epigenetskih 
sprememb v eni sami celici (Novaković, 2018). Od normalnih celic se rakave razlikujejo po 
tem, da so sposobne invazije in metastaziranja, so nesmrtne z neomejenim delitvenim 
potencialom, spodbujajo nastanek lastnega žilja, promovirajo vnetje, se izogibajo 
imunskemu sistemu in imajo spremenjen metabolizem (Hanahan in Weinberg, 2011). 
Rakava obolenja sodijo poleg srčno-žilnih bolezni med vodilne vzroke smrti v državah 
zahodnega sveta. Porast obolelih za rakom je predvsem posledica staranja prebivalstva in 
nezdravega življenjskega sloga, kot je pitje alkohola, kajenje, prenajedanje in nezdrava 
prehrana (Jemal in sod., 2011).  
Zdravljenje raka lahko v osnovi razdelimo na lokalno in sistemsko. Med sistemsko 
zdravljenje uvrščamo tudi kemoterapijo. Pri kemoterapiji uporabljamo različna zdravila 
oziroma citostatike, ki s poškodbami v celici zmotijo celični cikel, kar vodi v apoptozo 
rakave celice (Pecorino, 2012). 
Med najbolj znane kemoterapevtike spada cisplatin (CDDP), ki ga v onkologiji uvrščamo v 
skupino alkilirajočih dejavnikov in podskupino platinovih (II) spojin (Todd in Lippard, 
2009). Protitumorska aktivnost CDDP je posledica kovalentnih povezav citostatika na 
gvaninske N7 atome v celično DNA. Te interakcije povzročijo spremembe v terciarni 
strukturi DNA, kar vodi v apoptozo rakave celice (Siddik, 2003). Cisplatin deluje 
citotoksično tudi preko formacije reaktivnih kisikovih zvrsti (ang. reactive oxygen species; 
ROS). Reaktivne kisikove zvrsti povzročijo poškodbe celičnih proteinov in lipidov, kar 
zmoti delovanje številnih bioloških procesov v celici in vodi v njeno smrt (Brozovic in sod., 
2010; Ghosh, 2019). Kljub dobremu protitumorskemu delovanju pa se pri zdravljenju s 
CDDP pojavljata dve težavi, hudi stranski učinki na normalna tkiva in prirojena ali 
pridobljena odpornost tumorskih celic na zdravljenje s CDDP (Florea in Busselberg, 2011). 
Prav zaradi tega je razvoj novih zdravil na osnovi platine zelo pomemben. Do sedaj se med 
tisočimi testiranimi analogi platine v kliniki za zdravljenje raka uporabljata samo karboplatin 
in oksaliplatin (Kelland in sod., 2007). 
Učinkovitost kemoterapevtikov je odvisna tudi od stopnje privzema zdravila v celico. 
Cisplatin velja za slabo prepustno zdravilo, zaradi česar je za učinkovitejše delovanje 
potrebna višja doza, kar pa privede do resnejših negativnih stranskih učinkov. Med pristope 
za izboljšanje privzema zdravil v tumorsko celico sodi tudi elektroporacija (EP) (Čemažar 
in sod., 2015; Shi in sod., 2018). Pri EP z dovajanjem električnih pulzov v membrani za 
kratek čas ustvarimo pore, kar omogoči prehod kemoterapevtikov v celice in izboljša njihovo 
protitumorsko delovanje (Serša in sod., 1995). Kombinacijo zdravljenja, kjer vnos zdravila 
posredujemo z EP imenujemo elektrokemoterapija (EKT). Danes se takšno zdravljenje 
uspešno uporablja kot dopolnilno zdravljenje različnih kožnih in globokoležečih tumorjev 
(Čemažar in Serša, 2019). 
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Živković in sodelavci (2018) so v predkliničnih raziskavah sintetizirali, karakterizirali in 
testirali delovanje šestnajstih na novo sintetiziranih platinovih (II) spojin s splošno formulo 
[PtCl(hq)(S-dmso)] in njihovih 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan (pta) analogov s splošno 
formulo [(PtCl(hq)(pta)], ki sem med seboj razlikujejo po bidentatnem ligandu v 
kinolinskem delu (hq). Njihovo citotoksičnost so preverili na humanih fibroblastih (MRC5) 
in dveh tumorskih celičnih linijah, malignemu melanomu (A375) in raku pljuč (A549). 
Skoraj vsi kompleksi so delovali citotoksično na tumorske celice, zato smo v magistrski 
nalogi želeli raziskave o njihovem citotoksičnem delovanju razširiti še na druge vrste 
tumorskih celic ter preveriti ali z lahko z EP povečamo njihov vnos in citotoksično 
delovanje.  
Cilj magistrske naloge je bil opredeliti stopnjo občutljivosti humanih celic raka debelega 
črevesja (HT29) in raka dojke (MCF7) na zdravljenje z EKT v kombinaciji z dvema 
izbranima analogoma platine in njuno delovanje primerjati z delovanjem CDDP. Za 
testiranje smo izbrali [PtCl (5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(pta)] (spojina B) in njegov 
analog, [PtCl (5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(S-dmso)] (spojina A). 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
• Spojini platine (II) (spojina A in spojina B) delujeta citotoksično na celice humanega 
raka črevesa HT29 in raka dojke MCF7. 
• Elektroporacija poveča citotoksično delovanje spojin platine (II) (spojina A in 
spojina B) na humane celice raka debelega črevesa HT29 in raka dojke MCF7. 
• Elektrokemoterapija s spojinama platine (II) (spojina A in spojina B) sproži smrt 
celic raka debelega črevesa HT29 in raka dojke MCF7 z apoptozo in zmanjša 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RAK 
Rak je ime za skupino bolezni, katerim skupna značilnost je nekontrolirana delitev celic, ki 
je posledica ireverzibilne poškodbe na DNA. Normalne celice so ves čas podvržene 
signalom, ki narekujejo ali se bo celica delila, diferencirala ali umrla. Rakave celice pa so 
neodvisne od teh signalov, kar povzroči njihovo nekontrolirano rast in proliferacijo 
(Hejmadi, 2010). Značilnost rakavih celic je vraščanje med druge, zdrave celice, čemur 
rečemo tudi invazija. Če rakave celice migrirajo na bolj oddaljena mesta v organizmu temu 
rečemo zasevanje ali metastaziranje. Metastaziranje je tudi eden izmed glavnih vzrokov za 
smrt pacientov z rakavimi obolenji (Hejmadi, 2010; Lambert in sod., 2017).  
Obstaja veliko različnih tipov rakov, ki jih v grobem lahko razdelimo glede na mesto izvora. 
Približno 85% vseh rakov nastane iz epitelijskih celic in jih poimenujemo karcinomi. Raki, 
ki izvirajo iz mezodermalnih celic so sarkomi, z imenom adenokarcinomi pa imenujemo 
rake, ki izhajajo iz žleznih celic (Pecorino, 2012). 
2.1.1 Značilnosti tumorskih celic 
Hanahan in Weinberg sta leta 2000 objavila članek, kjer sta opisala šest sprememb v celični 
fiziologiji, ki so potrebne za nastanek raka in so skupne praktično vsem tipom rakov. 
Kasneje, leta 2011 sta seznam dopolnila z dodatnimi lastnostmi tumorskih celic (Hanahan 
in Weinberg, 2000; Hanahan in Weinberg, 2011) (Slika 1): 
1. Ohranjanje proliferacijskih signalov: Normalne celice potrebujejo rastne faktorje, 
da lahko preidejo v fazo delitve. Rakave celice so neodvisne od teh signalnih poti in 
se lahko delijo nenadzorovano. 
2. Izogibanje signalov za zaviranje rasti: Večina normalnih celic se zaradi 
inhibitornih signalov delitve v telesu ne deli aktivno. Rakave celice se ne odzivajo 
na inhibitorne signale rasti in imajo neomejeno možnost pomnoževanja.  
3. Sposobnost invazije in metastaziranja: Normalne celice navadno ostajajo na mestu 
nastanka in ne migrirajo. Rakave celice imajo mutacije, ki vplivajo na medcelične 
povezave in povezave celic z izvenceličnim matriksom. Te povezave so šibkejše, 
posledično pa so rakave celice sposobne migracije in zasevanja v druge organe. 
4. Neomejen potencial delitve: Normalne celice imajo omejeno število delitev, kar je 
posledica krajšanja kromosomskih koncev (telomerov) pri vsaki delitvi. Rakave 
celice po vsaki delitvi ohranijo prvotno dolžino telomerov in se tako lahko delijo v 
nedogled. 
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5. Indukcija angiogeneze: Rakave celice spodbujajo nastanek žilja v tumorjih, kar 
imenujemo angiogeneza. Žile tumor oskrbujejo s kisikom in hranili, ki so potrebni 
za preživetje in rast tumorja, odstranjujejo metabolne produkte ter zagotavljajo 
transportni sistem za tumorske celice do drugih organov in tkiv. 
6. Izogibanje celični smrti: Če pride v celicah do napak v DNA, se sprožijo 
popravljalni mehanizmi, ki napake odpravijo. V kolikor so napake nepopravljive, 
mehanizmi celico preusmerijo v programirano celično smrt ali apoptozo. Rakave 
celice so neodzivne na te mehanizme, celica postane nesmrtna in mutacije v njej se 
kopičijo.  
 
Slika 1: Biološke lastnosti rakave celice (prirejeno po Hanahan in Weinberg, 2011). 
7. Promocija vnetja: Skoraj vsi tumorji vsebujejo vnetne celice, ki zagotavljajo rastne 
faktorje in encime, ki spodbujajo angiogenezo in invazijo. Vnetje lahko tudi sprošča 
ROS, ki so lahko mutageni. 
8. Deregulacija celičnega metabolizma: V normalnih celicah v mitohondrijih poteka 
oksidacija piruvata, v rakavih celicah pa je povišana mlečnokislinska fermentacija 
glukoze, tudi v prisotnosti kisika. Na tak način rakave celice zmanjšajo delovanje 
mitohondrijev, ki so pomembni v procesu apoptoze, hkrati pa s to prilagoditvijo tudi 
zadovoljijo višje potrebe po energiji.  
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9. Izogibanje imunskemu sistemu: Rakave celice ne stimulirajo imunskega odziva. 
Imunski sistem jih ne zazna in jih posledično ne uniči. 
10. Genomska nestabilnost: K genomski nestabilnosti pripomorejo napake v DNA 
popravljalnih mehanizmih in v sami organizaciji DNA med formiranjem 
kromosomov, kar privede do dodatnih kromosomskih nepravilnosti. 
2.1.2 Kancerogeneza 
Trenutno je v veljavi klonogena teorija nastanka raka, ki pravi, da je rak poligenska, 
večstopenjska bolezen, ki nastane zaradi mutacij ali epigenetskih sprememb v eni sami celici 
(Hejmadi, 2010). DNA mutacije, ki spremenijo funkcije genov vpletenih v enega izmed 
procesov, ki sodelujejo pri celični proliferaciji (celična delitev in rast), programirani celični 
smrti (apoptoza) in diferenciaciji lahko vplivajo na neregulirano celično rast, s tem na 
abnormalno število celic in razvoj tumorja (Pecorino, 2012). Proces nastanka malignih 
tumorjev imenujemo tudi kancerogeneza (Hejmadi, 2010).  
Med gene, ki so pomembni v kancerogenezi štejemo dva tipa genov: onkogeni in tumor 
supresorski geni. Onkogeni so tisti geni, v katerih mutacija spodbudi izražanje tega gena, 
kar spodbudi nastanek tumorja. Med onkogene na primer štejemo gene, ki kodirajo različne 
rastne faktorje. Tumor supresorski geni pa so tisti geni, katerih produkti igrajo pomembno 
vlogo pri inhibiciji celične proliferacije in nastanka tumorjev. Če pride do mutacije v takem 
genu, pride do izgube funkcije tega gena in posledično do povečanja proliferacije celic 
(Pecorino, 2012). 
Kancerogenezo lahko razdelimo na tri faze (Novaković, 2018): 
1. Iniciacija: Je začetna faza po kateri še ne govorimo o rakavih celicah, saj je za to 
potrebna še faza promocije. Ko se celice delijo se podvoji tudi DNA. Napake na 
DNA nastajajo zaradi naključnih molekularnih dogodkov in med podvojevanjem 
DNA. Te napake v večini primerov zaznajo in popravijo DNA popravljalni 
mehanizmi, lahko pa se mutacije tem mehanizmom izmuznejo in prenesejo na 
hčerinske celice. Posledica mutacij v onkogenih in tumor supresorskih genih je 
pridobitev novih lastnosti celic, kar lahko vodi v nastanek tumorja. 
2. Promocija: Zaradi sprememb v izražanju teh genov pride do namnožitve celic s 
kritičnimi mutacijami, kar še dodatno destabilizira genom in olajša nadaljnje 
nabiranje mutacij. 
3. Progresija: V fazi progresije pride do izražanja pridobljenih lastnosti malignega 
fenotipa. Sledi nastanek tumorja in v končni fazi metastaziranje. 
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2.1.3 Dejavniki, ki vplivajo na nastanek raka 
Tako iniciacija kot tudi progresija raka sta odvisni od zunanjih in notranjih dejavnikov 
(Hejmadi, 2010). Dejavnike, ki povzročajo raka imenujemo tudi kancerogeni dejavniki. Tem 
dejavnikom je skupno to, da povzročajo spremembe v DNA oziroma mutacije (Slika 2). V 
DNA tumorskih celic lahko najdemo veliko sprememb, od preprostih točkovnih mutacij, do 
velikih kromosomskih aberacij, kot so delecije ali pa kromosomske translokacije (Pecorino, 
2012).
 
Slika 2: Vpliv genov in posameznih okoljskih dejavnikov na razvoj raka (prirejeno po Anand in sod., 
2008). 
Med zunanje oziroma okoljske dejavnike, ki najbolj vplivajo na nastanek raka uvrščamo 
fizikalne, kemijske in biološke dejavnike. Med fizikalne dejavnike štejemo različne vrste 
sevanja, kot je ionizirajoče sevanje in ultravijolična svetloba (UV). Ionizirajoče sevanje je 
elektromagnetno valovanje z dovolj veliko energijo da izbije elektrone iz molekul in 
povzroči prekinitev kemijskih vezi. UV sevanje, še posebej UV-B pa absorbirajo 
konjugirane dvojne vezi dušikovih baz v DNA. Nastanejo UV fotoprodukti, zaradi česar 
pride do upogiba dvojne vijačnice DNA (Pecorino, 2012; Anand in sod., 2008). Med 
kemijske dejavnike, ki povzročajo raka uvrščamo različne težke kovine, azbest, benzen in 
okoli petdeset spojin, ki jih najdemo v tobaku. Med biološke dejavnike pa uvrščamo 
določene viruse, kot je humani papiloma virus, ki povzroča raka materničnega vratu ter 
virusi hepatitisa B in C, ki vodijo v razvoj raka jeter. K razvoju raka veliko pripomorejo 
različni dejavniki, ki so povezani z življenjskim slogom, kot so prehranjevalne navade, 
kajenje, zloraba alkohola in debelost. Tobak je glavni krivec za razvoj pljučnega raka, 
prekomerno uživanje alkohola povzroča rakava obolenja zgornjega dela prebavnega trakta, 
jeter in trebušne slinavke in pretirano uživanje rdečega mesa lahko vodi v rak debelega 
črevesja (Anand in sod., 2008). 
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Rak je večinoma posledica mutacij v somatskih celicah in ni deden. Poznamo pa tudi dedne 
oblike raka, ki so posledica genskih sprememb v zarodnih celicah in se prenašajo na 
potomce. Med najbolj znanimi primeri dednega raka je retinoblastom, ki ga pogosto 
odkrijejo pri otrocih. Bolniki s to vrsto raka imajo pogosto mutacijo v tumor supresorskemu 
genu RB1 (Ortiz in Dunkel, 2016). Tudi ljudje z mutacijo v tumor supresorskemu genu 
BRCA1 ali BRCA2 imajo povečane možnosti razvoja raka dojk (Apostolou in Fostira, 2013). 
2.2 ZDRAVLJENJE RAKA 
V osnovi zdravljenje rakavih obolenj delimo na lokalno in sistemsko. Zdravljenje je odvisno 
od same vrste raka, mesta tumorja in od dejstva ali je rak že metastaziral v drugih organih. 
Med lokalno zdravljenje spadata kirurško zdravljenje in radioterapija. Med sistemsko 
zdravljenje pa uvrščamo kemoterapijo, hormonsko zdravljenje in biološka zdravila. 
Posamezne metode so lahko uporabljene samostojno ali pa v različnih kombinacijah (Kovač, 
2018), vsem pa je skupno preprečevanje proliferacije rakavih celic (citostatični učinek) in 
toksično delovanje na rakave celice (citotoksični učinek) (Pecorino, 2012). 
2.2.1 Lokalno zdravljenje 
2.2.1.1 Kirurgija 
Najstarejša oblika zdravljenja raka je kirurška odstranitev tumorja. Določenih tumorjev pa 
ni mogoče operirati, bodisi zaradi lokacije ali vrste tumorja. Prav tako samo kirurško 
zdravljenje ni dovolj, če je rak že metastaziral. Zaradi teh težav so začeli rakava obolenja 
zdraviti tudi s kemoterapijo in radioterapijo (Pecorino, 2012). 
2.2.1.2 Radioterapija 
Ionizirajoče sevanje lahko pacienti z rakom prejmejo kot samostojno terapijo ali pa v 
kombinaciji z drugimi terapijami (Pecorino, 2012). 
Ionizrajoče sevanje pri prehodu skozi snov odda energijo, ki je dovolj močna, da izbije 
elektrone iz atomov. Glede na to, da molekulske vezi tvorijo ioni, takšno sevanje povzroči 
razbitje molekul ali pa tvorbo prostih radikalov. Učinke ionizirajočega sevanja lahko 
razdelimo na neposredne in posredne. Neposredni učinek je ionizacija kompleksnih 
organskih molekul, kot je DNA, kar vodi v poškodbe in v celično smrt. Neposredni učinek 
pa je radioliza vode. Sevanje v celici reagira z molekulami vode in povzroči nastanek prostih 
hidroksidnih radikalov (OH) in vodikovega peroksida (H2O2). Oba sta zelo močna oksidanta, 
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2.2.2 Sistemsko zdravljenje 
Sistemsko zdravljenje raka je zdravljenje z zdravili. Delimo ga na zdravljenje s citostatiki 
(kemoterapija), zdravljenje s hormonskimi zdravili in zdravljenje z biološkimi zdravili 
(Kovač, 2018). 
V kemoterapiji se uporablja različne spojine, ki tarčno ciljajo DNA, RNA, proteine in 
mikrotubule v hitro delečih se celicah. Citostatiki s poškodbami v celici zmotijo celični cikel, 
kar vodi v apoptozo. Ker pa ne delujejo samo na rakave celice, pač pa na vse hitro deleče se 
celice, so pogosti stranski učinki kemoterapij izguba las in slabokrvnost (Pecorino, 2012). 
Zdravila, ki se uporabljajo kot hormonsko zdravljenje, so večinoma analogi različnim 
hormonom in se uporabljajo za zdravljenje hormonsko odvisnih rakov. Biološko zdravljenje 
raka pa obsega tarčno zdravljenje in imunoterapijo. Pri tarčnem zdravljenju se zdravilo veže 
na različne strukture na rakavi celici ali njeni okolici in tako specifično deluje samo na 
tumorske celice, normalne celice pa naj bi ostale žive. Ena izmed lastnosti rakavih celic je 
tudi inhibicija delovanja imunskega sistema. Imunoterapija je posebna veja biološkega 
zdravljenja, kjer zdravila okrepijo telesu lastni imunski odziv za boj proti raku (Čufer in sod., 
2018). 
2.3 ELEKTROKEMOTERAPIJA 
Za zdravljenje številnih bolezni uporabljamo zdravila, pri čemer je zelo pomembna njihova 
čim učinkovitejša dostava v celice. Zdravila se med seboj razlikujejo po velikosti in 
fizikalno-kemijskih lastnostih, zaradi česar je zelo pomembno katerega izmed pristopov za 
dostavo v celice izberemo. Ena izmed tehnik za dostavo zdravil je permeabilizacija 
membrane, kamor spada tudi EP (Shi in sod., 2018; Čemažar in sod., 2015). 
2.3.1 Elektroporacija 
Elektroporacija je fizikalna metoda, ki omogoči nastanek začasnih por v membranskem 
lipidnem dvosloju, kar je posledica aplikacije zunanjega električnega polja (Freeman in sod., 
1994). Čeprav jo poznamo že več kot 200 let, pa jo je v biološke namene uporabil šele 
Neumann leta 1982. Metodo EP je uporabil za vnos plazmidne DNA v mišje celice 
(Neumann in sod., 1982). Kmalu za tem se je uporaba EP zelo razširila in postala ena najbolj 
priljubljenih metod za vnos velikih in malih molekul, kot so barvila, DNA, siRNA, v celice 
brez uporabe virusov (Shi in sod., 2018; Yarmush, 2014, Serša, 2000). 
Membrano lahko opišemo kot tanko izolativno plast, sestavljeno pretežno iz fosfolipidnega 
dvosloja. Preko membrane se ustvarja električni potencial, ki je posledica različnih 
koncentracij ionov na obeh straneh membrane (Yarmush in sod., 2014). Ko membrano 
izpostavimo dovolj močnemu zunanjemu električnemu polju pride do hitre spremembe v 
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električni prevodnosti in permeabilnosti zaradi česar postane prehodna za molekule, ki 
drugače ne bi mogle prečkati membrane (Kotnik in sod., 2012). 
Pri dovajanju električnih pulzov pride do prehajanja molekul vode v membrano, kar povzroči 
prerazporeditev lipidov, ki gradijo plazmalemo. Lipidi usmerijo svoje polarne, hidrofilne 
glave proti vodnim molekulam kar povzroči nastanek vodnih por (Yarmush in sod., 2014). 
Majhne nestabilne vodne pore nastanejo in se ponovno zaprejo v nekaj nanosekundah tudi 
brez dovajanja električnih pulzov (Slika 3). Dovajanje električnega toka samo olajša 
penetracijo vodnih molekul v lipidni dvosloj, zaradi česar je število por večje in njihova 
obstojnost daljša, kar omogoča prehod preko membrane tudi tistim molekulam, ki med 
normalnimi pogoji ne morejo prehajati (Čemažar in sod., 2015). 
 
Slika 3: Idealizirana shema na molekularnem nivoju (zgoraj) in na anatomskem nivoju (spodaj) 
nastanka vodnih por v celični membrani (Yarmush in sod., 2014). 
(a) intaktna celična membrana, (b) vstop prvih nekaj vodnih molekul v fosfolipidni dvosloj membrane, (c) 
reorganizacija lipidnih molekul in nastanek vodne pore. 
2.3.2 Elektrokemoterapija 
Elektrokemoterapija (EKT) je učinkovit lokalen način zdravljenja raka, ki je sestavljen iz 
intratumorske oz. sistemske (intravenozne) aplikacije kemoterapevtika in aplikacije 
električnih pulzov na tkivo (Mir in sod., 1991a). Izpostavitev kratkim visokonapetostnim 
električnim pulzom omogoča nastanek začasnih por v celični membrani, kar omogoča 
difuzijo kemoterapevtikov v celice in tako izboljša njihovo protitumorsko delovanje (Slika 
4) (Mir in sod., 1995a; Serša in sod., 1995).  
Poznamo več mehanizmov delovanja EKT: 
• Povečanje akumulacije zdravila v celicah po EP in izboljšanje citotoksičnosti. 
Študije so pokazale, da so z EKT, pri čemer so uporabili odmerke zdravil, ki drugače 
nimajo protitumorske učinkovitosti, dosegli visoko stopnjo popolnih odzivov (ang. 
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complete response; CR) tumorjev. Zaradi nizkih koncentracij zdravila je tudi manj 
stranskih učinkov (Čemažar in sod., 2015). 
 
• Aktivacija imunskega odziva (Calvet in sod., 2014). Dokazali so, da je v miših s 
tumorji tretiranimi z EKT povišana aktivnost T limfocitov in monocitov v primerjavi 
s kontrolo (Serša in sod., 1996). Poleg tega masivno izločanje tumorskih antigenov 
po EKT povzroča indukcijo sistemske imunosti, ki jo lahko dodatno nadgradimo še 
z dodatnim zdravljenjem z modifikatorji biološkega odziva (Mir in sod., 1995b; 
Serša in sod., 1997). 
• Zmanjšana pretočnost tumorskega žilja in žilno razdiralni učinek (Serša in sod., 
2016). Elektroporacija vpliva na plast endotelija, tako da povzroča motnje v celičnem 
citoskeletu, kar vodi v izgubo medceličnih povezav in celično smrt endotelijskih celic 
tumorskega žilja. Posledično je dovod hranil v tumor manjši (Serša in sod., 2008). 
 
 
Slika 4: Elektrokemoterapija (EKT) tumorja (prirejeno po Jarm in sod., 2010). 
(1) tumor pred terapijo, (2) injiciranje lokalne anastezije, (3) intratumorsko injiciranje CDDP, (4) dovajanje 
električnih pulzov, (5) tumor takoj po terapiji. 
Za zdravljenje z EKT so najbolj primerna zdravila, ki so hidrofobna in nimajo ustreznih 
transportnih mehanizmov za prenos preko membrane (Mir, 2006). V predkliničnih študijah 
sta se zdravili bleomicin (Mir in sod., 1991a) in CDDP (Serša in sod., 1995) izkazali za 
najboljša kandidata za testiranje v kliničnih študijah.  
Bleomicin in CDDP v kombinaciji z EKT so testirali na različnih živalskih tumorskih 
modelih in vivo (Serša in sod., 1994, 1995). Pri zdravljenju z EKT in CDDP so opazili, da 
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je bilo na DNA vezano dvakrat več platine v primerjavi z zdravljenjem s CDDP brez EP 
(Čemažar in sod., 1999). Povišano citotoksičnost CDDP zaradi EP so opazili tudi v celičnih 
linijah, ki so sicer odporne na CDDP (Čemažar in sod., 1998a).  
Prva klinična študija EKT na ljudeh je bila objavljena leta 1991 (Mir in sod., 1991b). Študije 
so ugotovile, da je učinkovitost zdravljenja z EKT odvisna od histologije in velikosti tumorja 
ter predhodnega zdravljenja (Nikšič Žakelj, 2018; Mali in sod., 2013; Serša in sod., 1998). 
Danes se EKT redno uporablja za zdravljenje različnih kožnih rakov, kožnih in podkožnih 
metastaz raka dojk, sarkomov, melanomov, ploščatoceličnega karcinoma, bazalioma, raka 
vulve in globoko ležečih tumorjev, kot so metastaze raka debelega črevesa in danke in na 
jetrih (Esmaeili in Friebe, 2019; Edhemović in sod., 2011). EKT se pogosto uporablja v 
paliativi ali pa v primeru, ko bi operacija pri pacientih povzročila estetske posledice in 
funkcionalne napake (specifični tumorji glave in vratu) (De Virgilio in sod., 2018; Grošelj 
in sod., 2015).  
2.4 CISPLATIN 
Cisplatin je odkril dr. Rosenberg leta 1965 med preučevanjem vpliva elektromagnetnega 
polja na rast bakterij. Ugotovil je, da elektroda iz platine v prisotnosti amonijevega klorida 
proizvaja majhno količino cis-diamin-dikloroplatina(II), ki inhibira celično delitev bakterije 
E. coli, kar vodi v filamentacijo celic. To molekulo so kasneje poimenovali z generičnim 
imenom CDDP. Zaradi ugotovitve, da CDDP zavira delitev bakterijskih celic je predvidel, 
da bi lahko to molekulo in njene derivate uporabili tudi za inhibicijo proliferacije hitro 
delečih se rakavih celic (Rosenberg in sod., 1965; Rosenberg, 1985). Protitumorsko 
aktivnost CDDP so nato res kmalu potrdili v mišjem modelu, kjer so uspešno zavrli rast 
sarkoma. Miši so ostale zdrave in brez tumorjev tudi 6 mesecev po končanem zdravljenju 
(Rosenberg in VanCamp, 1969). V naslednjih letih je več kliničnih študij pokazalo velik 
potencial uporabe CDDP kot protitumorskega zdravila za zdravljenje karcinoma pri ljudeh, 
predvsem za zdravljenje raka testisov in jajčnikov (Rosenberg, 1985). FDA pa je zdravilo 
odobrila leta 1978. Od takrat dalje velja CDDP za eno najbolj učinkovitih protitumorskih 
zdravil in se danes uporablja predvsem pri zdravljenju različnih rakov dojke, mehurja, 
ovarija, raka testisov, melanoma, raka glave in vratu ter nedrobnoceličnega karcinoma pljuč 
(Ghosh, 2019). 
2.4.1 Struktura 
Kemoterapevtik CDDP v onkologiji uvrščamo v skupino alkilirajočih dejavnikov in 
podskupino platinovih spojin. Je kovinska spojina s kemijsko formulo Cl2H6N2Pt in ima 
planarno kvadratno geometrijo (Slika 5). Pri sobni temperaturi je bel do rumeno oranžen 
prah. V vodi je deloma topen, dobro topen pa je v dimetilprimanidu in N,N-
dimetilformamidu. Za svojo protitumorsko aktivnost se mora nahajati v cis konfiguraciji. Pri 
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normalnih pogojih je stabilen, se pa lahko sčasoma pretvori v svoj trans izomer (Dasari in 
Tchounwou., 2014; Todd in Lippard, 2009). 
 
Slika 5: Kemijska struktura cisplatina (CDDP) (Dasari in Tchounwou, 2014). 
2.4.2 Vstop v celico 
Na začetku so znanstveniki domnevali, da CDDP in njegovi analogi zaradi svoje strukture v 
celico vstopajo s pasivno difuzijo (Sherman in sod., 1985; Basu in Krishnamurthy, 2010). 
Ugotovili so, da je privzem CDDP v celice linearen in odvisen od koncentracije, kar je vse 
značilnost pasivnega transporta (Hall in sod., 2008). Leta 1981 je bilo prvič predlagano, da 
se lahko CDDP preko membrane transportira z aktivnim transportom prek prenašalcev, kot 
sta Na+, K+-ATPaza in transporterji SLC (ang. solute carriers) (Byfield in Calabro-Jones, 
1981; Andrews in sod., 1991). Veliko zanimanja je bilo usmerjenega zlasti v membranski 
transportni protein za prenos bakra CTR1 (ang. plasma membrane copper transporter-1), saj 
so ugotovili, da mutacija v genu ctr1 kvasovk in celicah mišjih fibroblastov zniža 
akumulacijo CDDP v njihovih celicah (Ishida in sod., 2002; Holzer in sod. 2006). Cisplatin 
se tako lahko v celice transportira s pasivno in olajšano difuzijo ali pa preko različnih 
prenašalcev (Gately in Howell, 1993). Pri izločanju protitumorskih zdravil iz celice pa 
sodelujejo ABC-transporterji, ki kot substrat, ki se veže na CDDP potrebujejo glutation 
(GSH) (Chen in Kuo, 2010). 
2.4.3 Delovanje 
Cisplatin se aktivira, ko vstopi v celico. V citoplazmi klorove atome v molekuli CDDP 
nadomestijo molekule vode in tako dodajo pozitiven naboj molekuli. Koncentracija klora je 
pomemben dejavnik pri ugotavljanju stopnje hidrolize CDDP (Dasari in Tchounwou, 2014). 
V krvni plazmi je koncentracija klora visoka in preprečuje hidrolizo CDDP, koncentracija 
klora v citoplazmi celice pa je veliko nižja, kar pospeši hidrolizo CDDP. Hidroliziran CDDP 
je močan elektrofil in reagira s številnimi nukleofili, tudi nukleinskimi kislinami in 
sulfhidrilnimi skupinami proteinov (Sedletska in sod., 2005) (Slika 6a).  
DNA je primarna biološka tarča CDDP. Atom platine se namreč kovalentno veže z N7 
pozicijo purinske baze in tvori 1,2- ali 1,3- intraverižne povezave ter manjši delež 
interverižnih povezav. Intraverižna povezava dveh sosednjih gvaninskih ostankov velja za 
glavno poškodbo, ki je odgovorna za citotoksičnost CDDP (Gonzalez in sod., 2001) (Slika 
6b). Cisplatin lahko tvori tudi povezave z drugimi reaktivnimi skupinami, kot so tiolne, 
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amino in hidroksilne skupine. Tako CDDP veže DNA in hkrati tudi proteine in male 
molekule kot so GSH (Jansen in sod., 2002; Boulikas in Vougiouka., 2003). Povezave med 
CDDP in DNA povzročijo spremembe v strukturi DNA, to vodi v motnje v podvojevanju in 
transkripciji DNA, kar privede do apoptozne celične smrti in posledično ustavitve 
proliferacije rakavih celic in rast tumorja (Živković in sod., 2018). 
 
Slika 6: Vstop cisplatina (CDDP) v celico in interakcije z DNA (prirejeno po Rocha in sod., 2018). 
(a) hidroliza CDDP v citoplazmi, (b) tvorba intraverižnih in interverižnih povezav z DNA. 
2.4.3.1 Oksidativni stres 
Protitumorsko delovanje CDDP v glavnem pripisujejo dejstvu, da se CDDP lahko veže na 
kromosomsko DNA. So pa ugotovili, da se le manjši del CDDP dejansko veže na nukleinske 
kisline in da ima CDDP še druge mehanizme delovanja (Basu in Krishnamourhy, 2010). 
Cisplatin lahko povzroči celično smrt neodvisno od DNA poškodb preko formacije ROS 
(Berndtsson in sod, 2006). 
Cisplatin v celicah povzroča oksidativni stres. V normalnih fizioloških pogojih celica 
kontrolira nivo ROS preko redoks reakcij, ki jih katalizirajo različni encimi, kot so 
superoksidna dizmutaza, katalaza in reduciran GSH. Pod stresnimi pogoji pa se v celici 
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začne proizvajati več ROS, kot jih celica lahko uspešno odstrani. Prosti radikali tako 
povzročijo poškodbe celičnih proteinov, lipidov in DNA, kar vodi v celično smrt. 
Oksidativni stres je eden izmed bolj pomembnih mehanizmov toksičnega delovanja CDDP 
na celice. Izpostavitev oksidativnemu stresu lahko zmoti delovanje številnih bioloških 
funkcij celice. Oblikovanje ROS je odvisno od koncentracije CDDP in dolžine 
izpostavljenosti kemoterapevtiku (Brozovic in sod., 2010).  
Cisplatin lahko inducira formacijo ROS na treh različnih stopnjah: 
• Plazemalema: Dokazano je, da CDDP lahko spremeni membransko fluidnost tako, 
da se veže na lipide, fosfolipide in maščobne kisline (Rebillard in sod., 2008). 
Reaktivne kisikove zvrsti aktivirajo kislo sfingomielinazo (SMaza), encim ki 
sfingolipid hidrolizira do ceramida, kar povzroči združevanje receptorjev Fas, ki 
sodelujejo v apoptozni poti, v lipidne rafte. To na koncu sproži celično smrt (Scheel-
Toellner in sod., 2004). Lacour in sod. so ugotovili, da so spremembe na fluidnosti 
membrane celic HT29 tretiranih s CDDP vidne že 15 min po tretmaju, medtem ko se 
spremembe na DNA pojavijo šele 12 ur po dodatku zdravila (Lacour in sod, 2004). 
ROS lahko povišajo občutljivost celic za CDDP tudi tako, da vplivajo na različne 
membranske kanalčke in proteine (Brozovic, 2010). 
• Citoplazma: Pomembni regulatorji celične proliferacije, diferenciacije, preživetja in 
smrti v citoplazmi so kinaze MAP (ang. mitogen-activated protein kinases; MAPK). 
Dokazov, da ROS prispevajo k aktivaciji MAPK po tretiranju s CDDP v različnih 
rakavih celičnih linijah, je veliko (Schweyer in sod., 2004; Bragado in sod., 2007; Li 
in sod., 2005). 
• Organeli: Mitohondriji so glavni organeli v celici, ki so vpleteni v generacijo ROS. 
Tretiranje celic s CDDP spremeni permeabilnost mitohondrijske membrane, s tem 
vpliva na oksidativno fosforilacijo in s tem na produkcijo ROS (Custodio in sod., 
2009). Mitohondrijska mala molekula GSH je ključna za regulacijo permeabilnosti 
notranje mitohondrijske membrane in encimske funkcije, tako da ohranja sulfidne 
skupine encimov v reduciranem stanju, saj pride drugače do inaktivacije encimov. 
Cisplatin povzroča zmanjšanje intracelularnih koncentracij GSH, prav tako pride do 
znižanja koncentracije reduciranega nikotinamidadenindinukleotida (NADH), ki 
prav tako pomaga pri ohranjanju sulfidnih skupin. Posledično znižanje tako GSH kot 
NADH, privede do inhibicije nekaterih dehidrogenaz, motenj v procesu oksidativne 
fosforilacije in posledično do tvorbe hidroksilnega radikala, kar povzroča oksidativni 
stres. Prosti radikali napadejo nenasičene maščobe in proteine ter povzročijo lipidno 
peroksidacijo, kar na dolgi rok vodi v apoptozo ali nekrozo (Aggarwal; 1998). 
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Apoptoza je vrsta programirane celične smrti, ki vodi v skrčenje celice, kondenzacijo 
kromatina, brstenje membrane in aktivacije kaspaz, ki sodijo v družino cisteinskih proteaz. 
Aktivacija kaspaz je ključen korak za začetek apoptoze (Nunez in sod., 1998). 
Prevelika prisotnost ROS apoptozo lahko inducira preko zunanjih (ekstrinzičnih) in 
notranjih (intrinzičnih) poti. Ekstrinzična pot se začne, ko se različni ligandi vežejo na 
receptor za tumor nekrozni faktor TNFα ali transmembranski protein Fas, kar povzroči 
rekrutacijo kaspaze 8. Intrinzično pot pa sproži celični stres, kot je na primer poškodba 
DNA, čemur sledi sproščanje citokroma-c iz mitohondrija, kar povzroči aktivacijo 
prokaspaze 9. Bcl-2 družina poteinov je prav tako regulator apoptoze, saj regulira sproščanje 
mitohondrijskega citokroma-c kot odziv na poškodbe DNA (Dasari in Tchounwou, 2014). 
Beljakovina p53 je znotrajcelični senzor celičnih poškodb in procesov in med drugim deluje 
tudi kot aktivator apoptoze. Ob poškodbah DNA, ki jih lahko povzroči CDDP, pride do 
povišanega izražanja p53, kar sproži izražanje proteina p21, ki zadrži celico v G1 fazi 
celičnega cikla. Tako akumulacija p53 inhibira celični cikel dokler poškodba ni sanirana. Če 
je poškodba prevelika, p53 sproži apoptozo, saj deluje na beljakovine družine Bcl-2, tako da 
inducira proapoptotične beljakovine Bax (DeHaan in sod., 2001; Eastman, 1999) (Slika 7). 
 
Slika 7: Pregled molekulskih mehanizmov delovanja cisplatina (CDDP) v tumorskih celicah (prirejeno 
po Dasari in Tchounwou, 2014). 
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Poleg apoptoze lahko CDDP povzroči tudi nekrozo. Nekrozo navadno opisujemo kot 
neregulirano celično smrt, ki je posledica prepleta številnih, ne preveč dobro raziskanih 
molekulskih dogodkov (Nieman in Rohrbach, 2016; Zhang in sod., 2008).  
Apoptozo in nekrozo lahko ločujemo glede na morfološke značilnosti celic in po mehanizmu 
poteka (Fuertes in sod., 2003). Nekroza je pogosto posledica ekstremnega fizičnega ali 
kemičnega stresa, kot je sprememba temperature, pH, povišanja ROS v celici (Kim-
Campbell, 2019). Med nekrozo celice nabreknejo, mitohondrij in endoplazemski retikel 
izgubita svojo strukturo in postaneta nefunkcionalna, jedrni ovoj razpade. Med samim 
procesom pride do lize celice in posledično sproščanja vsebine celic v zunaj- celični prostor, 
kar lahko povzroči poškodbe sosednjih celic in vnetni odziv. Nekrotična celična smrt je 
neodvisna od apoptotičnih proteinov, zato namesto kaspaz pri nekrozi najdemo večinoma 
kalpaine in lizosomski proteazi katepsin B in D (Mattson in Bazan, 2012).  
Danes je znano, da je lahko nekroza tudi reguliran proces in da se apoptoza in nekroza med 
seboj lahko prepletata. Po kateri poti celične smrti bo šla celica je lahko odvisno od 
intenzitete in dolžine škodljivih dražljajev (Mattson in Bazan, 2012). Cisplatin lahko v 
določenih celičnih linijah povzroči apoptozno celično smrt, v drugih nekrotično, v tretjih pa 
lahko najdemo obe obliki celične smrti. To je najverjetneje posledica različne občutljivosti 
celic na CDDP (Fuertes in sod., 2003). Visoke doze CDDP lahko poškodujejo molekule 
vpletene v sintezo adenozin trifosfata (ATP) in proteine, ki so udeleženi v apoptozni poti kar 
vodi v nekrozo (Gonzalez, 2001). Poškodbe DNA, ki so posledica delovanja CDDP 
aktivirajo popravljalni encim poli-ADP riboza polimerazo (PARP). PARP kot substrat 
uporablja oksidiran nikotinamidadenindinukleotid (NAD+), ki za svojo sintezo potrebuje 
ATP (Kenig, 2017). Če je izraženega preveč PARP to preko pomanjkanja ATP vodi v 
nekrozo (Park in sod., 2015). Med apoptozo kaspaze cepijo PARP in jo tako inaktivirajo, če 
pa so celice mutirane in postanejo rezistentne na vpliv kaspaz pa celica preide v nekrozo 
(Herceg in Jang, 1999). Ali bo celica prešla v apoptozo ali nekrozo je odvisno tudi od 
koncentracije vodikovega peroksida. Če celice tretiramo s CDDP, že subtoksične doze H2O2 
povzročijo, da celica preide v nekrozo (Proskuryakov in sod., 2003). Prav tako lahko 
znižanje celičnih koncentracij GSH spremeni obliko celične smrti, ki je posledica ROS. 
Ugotovili so, da se je apoptoza tumorskih celic U937, ki jo inducira CDDP spremenila v 
nekrozo, ko so inhibirali sintezo GSH (Troyano in sod., 2001). 
2.4.4 Pomanjkljivosti zdravljenja s cisplatinom 
2.4.4.1 Stranski učinki 
Cisplatin je eno najbolj uporabljenih protitumorskih zdravil v Severni Ameriki in Evropi. 
Kljub njegovi pomembnosti pri zdravljenju onkoloških bolnikov, pa se v zvezi z njim 
pojavljata dve težavi, njegova toksičnost in rezistenca tumorskih celic na CDDP oziroma 
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kemorezistenca. Dokazano je, da povzroča poškodbe ledvic, gluhost in periferno nevropatijo 
(Galuzzi in sod., 2012).  
Med vsemi stranskimi učinki velja nefrotoksičnost za najhujšega, saj se CDDP prek ledvic 
izloča iz telesa. Med procesom izločanja se zdravilo kopiči v urinarnem sistemu v visokih 
koncentracijah, kar povzroči toksičnost. Posledice toksičnosti CDDP so manjša 
glomerularna filtracija, povišana koncentracija dušika v krvi ter manj magnezija in kalija v 
krvnem serumu (Guinaim dos Santos in sod., 2012). Cisplatin konjugira z reduciranim GSH 
iz katerega nastanejo nefrotoksični metaboliti. Ti metaboliti so visoko reaktivne spojine, ki 
reagirajo z drugimi makromolekulami, kar vodi v ledvično celično smrt in poškodbe ledvic 
(Weingford in sod., 2008). Visoko toksično delovanje CDDP na ledvice so opazili že kmalu 
po njegovem odkritju. Veliko je k zmanjšanju strupenosti pripomogel Hayes s sodelavci, ki 
je ugotovil, da že povečana hidracija pacientov med zdravljenjem močno zmanjša toksičnost 
CDDP na ledvica, hkrati pa to ne zmanjša njegove protitumorske aktivnosti (Hayes in sod, 
1977).  
2.4.4.2 Rezistenca na cisplatin 
Poznamo dve obliki rezistence na CDDP, prirojeno in pridobljeno. Prirojena rezistenca je 
tista, ki se pojavi brez izpostavitve zdravilu, pridobljena rezistenca pa je rezultat predhodne 
izpostavljenosti zdravilu.  
Rezistenco proti CDDP povzročijo trije molekulski mehanizmi: 
• Povišana stopnja popravljanja DNA: Nepravilnosti na DNA, ki jih povzroči 
CDDP lahko zaznajo popravljalni mehanizmi. Obsežne napake na DNA 
prepozna in popravi pot NER (ang. nucleotide excision repair). V tej poti sodeluje 
več kot trideset različnih proteinov, ki napako najprej prepoznajo, odvijejo DNA 
in jo nato izrežejo. Nastalo vrzel nato zapolnijo z novimi nukleotidi. Zmožnost 
celice, da je sposobna sproti in učinkovito sanirati DNA poškodbe po aplikaciji 
CDDP, odloča o tem ali bo celica preživela ali ne. Spremembe v sposobnosti 
celice da učinkoviteje popravijo DNA, vodi v odpornost na CDDP (Metzger in 
sod., 1998; Bowden, 2014). Med najbolj znanimi biomarkerji pri NER za 
ugotavljanje rezistence na CDDP je ERCC1 endonukleaza. Med povišano 
ekspresijo ERCC1 encima in občutljivostjo na CDDP obstaja linearna korelacija 
(Li in sod., 2000). Korelacija je bila najprej dokazana v tumorskih celicah 
jajčnika, kjer so dokazali, da imajo celice rezistentne na CDDP povišane 
vrednosti ERCC1 v primerjavi s kontrolnimi (Dabholkar in sod., 1992). Kasneje 
so povezavo dokazali tudi pri mnogih drugih rakih. 
• Zmanjšana akumulacija CDDP v celicah: Že dolgo je znano, da v CDDP 
rezistentnih celicah zaznamo manjše koncentracije zdravila, kot v celicah, ki nanj 
niso odporne. Spremenjena akumulacija CDDP v celicah je posledica 
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zmanjšanega privzema in/ali zvišanega eksporta CDDP iz celice (Kim in sod, 
2012; Gately in Howell, 1993). Cisplatin največkrat v celico vstopi preko 
bakrovih transporterjev CTR1 in CTR2. Opazili so, da nizke koncentracije 
CDDP v celici korelirajo z manj CTR transporterji na membrani (Lin in sod., 
2002; Amable, 2016). 
• Citosolna inaktivacija: Po inaktivaciji CDDP ne more več reagirati z DNA in 
jo posledično poškodovati, kar poveča preživetje tumorskih celic. Cisplatin 
največkrat inaktivira GSH, ki v celici deluje kot antioksidant. S formacijo GSH-
CDDP konjugatov pride do višje topnosti CDDP, kar posledično vodi v izločanje. 
Povišane koncentracije GSH so opazili pri rakavih celicah jajčnika, ki so odporne 
na CDDP (Godwin in sod., 1992; Rabik in Dolan, 2007).  
2.4.5 Derivati cisplatina 
Kmalu po začetku uporabe CDDP so začeli testirati še številne druge derivate platine. Kljub 
mnogim raziskavam na tem področju pa sta odobritev za klinično uporabo dobila samo dva 
derivata, karboplatin in oksaliplatin (Florea in Busselberg, 2011). Sodita v drugo generacijo 
zdravil na osnovi platine. Razvili so ju z namenom, da bi izboljšali protitumorsko aktivnost, 
povečali topnost in zmanjšali toksične stranske učinke, ki jih opazimo pri CDDP (Kelland 
in sod., 2007). 
Interakcije, ki so odgovorne za protitumorsko aktivnost zdravil na osnovi platine, so 
kovalentne povezave spojine z N7 atomi gvanina in interkalacije aromatskih ligandov z 
DNA. Te vezi povzročijo spremembe v terciarni strukturi DNA, kar vodi v smrt rakave celice 
preko apoptoze (Wang in Lippard, 2005). 
Živković in sodelavci so leta 2018 objavili raziskavo, kjer so testirali šestnajst novih 
platinovih protirakavih spojin z ligandi, za katere je že znano, da kažejo določene biološke 
lastnosti, ki bi lahko sinergistično delovale s platino. Sintetizirali, karakterizirali in 
preizkusili so serijo [PtCl(hq)(S-dmso)] kompleksov (serija a) in njihovih analogov pta 
[(Ptcl(hq)(pta)] (serija b), ki se med sabo razlikujejo po bidentatnem ligandu v kinolinskem 
delu (Slika 8) (Živković in sod., 2018). 
HqH je krajšava za različne 8-hidroksikinoline za katere je znano, da imajo protimikrobne 
in antiprotozojske aktivnosti in se že uporabljajo v kliniki. Znani so po tem, da so inhibitorji 
proteosomov in transkripcijskih faktorjev NFκB. Inducirajo tudi apoptozo rakavih celic in 
stimulirajo makrofage, da sprostijo TNFα. So potencialni terapevtiki za zdravljenje 
Alzheimerjeve in Huntingtonove bolezni (Živković in sod., 2018). Pta je krajšava za 1,3,5-
triaza-7-fosfaadamantan. Pta in z njim povezani ligandi so pritegnili veliko pozornosti kot v 
vodi topni katalizatorji (Phillips in sod., 2004). Ti kompleksi so zelo stabilni zaradi njihove 
močne kovinsko-fosforske vezi. Pta je ligand razreda spojin, kamor spadajo mnoge spojine 
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s protirakavim delovanjem, saj tarčno ciljajo proteine, ki imajo tiol in selenol (Murray in 
sod., 2016; Živković in sod., 2018). 
Ugotovili so, da je kar petnajst spojin pri koncentraciji 10 µg/ml povzročilo visoko 
toksičnost proti celični liniji MRC5 (človeški fibroblasti), večina spojin je tudi kazala 
selektivno toksičnost na različne celične linije karcinomov. Prav tako so ugotovili da je serija 
b, torej serija s pta v glavnem bolj toksična in povzroči večji oksidativni stres od serije a 
(Živković in sod., 2018). 
 
Slika 8: Prikaz struktur vseh šestnajst (1a-8a in 1b-8b) preiskovanih Pt(II) kompleksov (prirejeno po 
Živković in sod., 2018). 
(pta je 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan in dmso dimetil sulfoksid).  
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3 MATERIAL IN METODE 
Eksperimentalni del magistrskega dela smo izvedli v laboratoriju Oddelka za 
eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana. 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijski material 
Preglednica 1: Seznam uporabljenega laboratorijskega materiala in njihovih proizvajalcev. 
Laboratorijski material Proizvajalec 
Mikrocentrifugirke (1.5 ml in 2 ml) Neolab 
Centrifugirke (15 ml in 50 ml) Falcon 
Gojitvene posode T25 Termo Fisher Scientific 
Gojitvene posode T75 Termo Fisher Scientific 
Petrijevke s premerom 6cm VWR 
Sterilne serološke pipete Corning Costar 
Nastavki za pipete Eppendorf, Biohit, Rainin 
Plošče s 24 vdolbinami z zmanjšano možnostjo pritrjevanja 
celic 
Corning Inc 
Sterilne gaze Tosama 
Pasteurjeva pipeta (kapalka) BRAND, Plastibrand 
Kadičke Corning Costar 
Filter papir Thermo Scientific 
Stekelca z osmimi kamricami Waldemar Knittel Glasbearbeitungs-
GmbH 
Celulozna vata Tosama 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
Preglednica 2: Seznam uporabljene laboratorijske opreme in njihovih proizvajalcev. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtomatska pipeta (Pipetboy) Integra 
Ročne pipete Eppendorf 
Brezprašna komora Thermo Scientific 
se nadaljuje 
21 
Skok J. Ugotavljanje občutljivosti humanih tumorskih celic za elektrokemoterapijo s spojinami platine (II) in vitro.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
Vodna kopel GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH 
Inkubator Sanyo 
Hladilnik Angelantoni Industrie 
Centrifuga  Heraeus Multifuge 1S-R 
Invertni svetlobni mikroskop Zeiss Prisma Vert 
Svetlobni mikroskop Olympus BX-51 
Stereomikrskop za štetje kolonij WTW 
Hemocitometer (Neubauer improved) BLAUBRAND, Assistant 
Krovno stekelce Knittel-Glass 
Objektno steklo Thermo Scientific 
Elektroporator Fakulteta za elektrotehniko, UL, Ljubljana 
Elektrode iz nerjavečega jekla z razmakom 2mm megaStil d.o.o., Ljubljana 
Citocentrifuga Shandon Cytospin II Cytocentrifuge, 
Thermo Fisher Scientific 
Kovinsko ogrodje za citospin Shandon Cytospin 4, Thermo Fisher 
Scientific 
Lijak za citospin Shandon Cytospin 4, Thermo Fisher 
Scientific 





Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovih proizvajalcev. 
Kemikalije Proizvajalec 
Tripsin Gibco, Thermo Fisher Scientific 
EDTA (etilendiamin tetraacetat) Falcon 
Pufer PBS (ang. Phosphate Bufferd Saline) Merck Milipore 
Elektroporacijski pufer: iz 250mM saharoze, 10nM K2HPO4, 
2,5mM KH2PO4 in MgCl2×6H2O 






Nadaljevanje preglednice 2: Seznam uporabljene laboratorijske opreme in njihovih proizvajalcev. 
se nadaljuje 
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Fiziološka raztopina (0,9% NaCl) BRAUN 
Etanol (70%) CARLO ERBA Reagents SA.S.  
Absolutni metanol Sigma-Aldrich 
Giemsa barvilo Merck Milipore 
Kristal vijolično z metanolom Sigma-Aldrich 
Cisplatin Accord Healthcare Ltd 
[PtCl (5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(S-dmso)] (Spojina 
A) 
Fakulteta za kemijo in kemijsko 
tehnologjo, UL, Ljubljana 
[PtCl (5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(pta)] (Spojina B) Fakulteta za kemijo in kemijsko 
tehnologjo, UL, Ljubljana 
dmso Sigma-Aldrich 
Medij za pokrivanje objektnih stekelc  Sakura 
 
3.1.4 Gojišča in dodatki 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih gojišč in njihovih proizvajalcev. 
Gojišča Proizvajalec 
Obogaten minimalni esencialni medij (ang. AMEM) Gibco, Thermo Fisher Scientific 
5% fetalni goveji serum (ang. Fetal Bovine Serum; FBS) Gibco, Thermo Fisher Scientific 
 
3.1.5 Celične linije 
Preglednica 5: Uporabljene celične linije (Slika 9 in 10). 
Celična linija Tkivo/anatomsko mesto Bolezen 
MCF7 Dojka, mlečne žleze Duktalni adenokarcinom 
HT29 Črevo Karcinom debelega črevesja 
 
Nadaljevanje preglednice 3: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovih proizvajalcev. 
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Slika 9: Morfologija komercialne celične linije MCF7 (Sigma - Aldrich). 
 
Slika 10: Morfologija komercialne celične linije HT29 (ATCC). 
3.1.6 Računalniški programi 
Preglednica 6: Uporabljeni računalniški programi. 
Računalniški program Namen uporabe 
Microsoft Word Pisanje magistrske naloge 
Microsoft Excel Obdelava podatkov 
Program za slikanje celic in analizo (Olympus cellSens 
Dimension)  
Slikanje citoloških preparatov in analiza 
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3.2.1 Gojenje in priprava celic 
Poskuse smo izvedli na dveh različnih celičnih linijah humanih tumorskih celic. Za namene 
določanja občutljivosti celic na EKT s spojino A s formulo PtCl(5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(S-dmso) in spojino B s formulo PtCl(5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(pta) smo uporabili celični liniji MCF7 (rak dojke) in HT29 (rak debelega 
črevesja). Morfološko gre pri obeh celičnih linijah za epitelij, prav tako so celice adherentne 
in rastejo pritrjene na podlago (Slika 9 in 10). Celice smo gojili v gojišču AMEM, ki smo 
mu pred uporabo dodali FBS v končni koncentraciji 5%. Gojenje je potekalo v inkubatorju 
pri 37 °C, atmosferi s 5-odstotnim CO2 in 90-odstotni vlažnosti. 
Za poskuse in vitro smo uporabili celice v eksponentni fazi rasti. Rast celic v gojitvenih 
posodah smo vsak dan spremljali z invertnim svetlobnim mikroskopom. Ko so celice 
prerastle 80% površine plošče, smo jih presadili v nove gojitvene posode. Delo s celicami je 
vedno potekalo pod sterilnimi pogoji, v sterilni komori z laminarnim pretokom zraka, ki smo 
jo pred uporabo dezinficirali. Najprej smo celicam sterilno odstranili gojišče. Preostanek 
gojišča v gojitveni posodi smo sprali z 1-kratnim pufrom PBS, saj PBS v rastnem gojišču 
zavira delovanje tripsina. Nato smo dodali tripsin z dodanim EDTA ter celice prestavili nazaj 
v inkubator za 2-3 minute. S tripsinom smo prekinili medcelične povezave in s tem odlepili 
celice s podlage. Delovanje tripsina smo preverjali z invertnim svetlobnim mikroskopom in 
z rahlim stresanjem gojitvene posode še dodatno pomagali, da so se celice čim hitreje 
odlepile. Po tem, ko so se celice uspešno ločile od podlage smo v gojitveno posodo dodali 
gojišče in s tem inaktivirali tripsin, ki je ob dolgotrajnejši uporabi citotoksičen. Celično 
suspenzijo smo nato s sterilno pipeto prenesli v 50 ml centrifugirke in centrifugirali 5 min 
pri 470 × g. Po končanem centrifugiranju smo supernatant odstranili in celice resuspendirali 
v 2-3 ml svežega, v vodni kopeli ogretega medija oziroma elektroporacijskega pufra (pufer 
EP) (volumen je odvisen od velikosti peleta). Celice smo dobro premešali, da smo ponovno 
dobili celično suspenzijo in število celic v suspenziji določili s štetjem v hemocitometru. 
Nato smo celice uporabili za nadaljnje eksperimente ali pa jih prenesli v nove gojitvene 
posode s svežim medijem. 
3.2.2 Štetje celic v hemocitometru 
Za določitev števila celic smo uporabili števno komoro, ki omogoča določanje števila delcev 
na enoto prostornine tekočine (Slika 11). Pri komori hemocitometra je globina komore 0,1 
mm ter površina enega zunanjega kvadrata 1 mm2, torej je volumen 1×10-4 ml. Ker 
preštejemo vse 4 zunanje kvadrate števne mreže je končna enačba za izračun koncentracije 







                     … (1) 
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Slika 11: Števna komora po Neubauerju (Barbedo, 2013). 
Hemocitometer in krovno steklo smo pred uporabo očistili s 70% etanolom in celulozno 
vato. Nato smo kapnili kapljico vode na nabrušene dele hemocitometra in pritisnili krovno 
stekelce na hemocitometer. V eno od komor hemocitometra smo z avtomatsko pipeto počasi 
dodali po 10 µl ustrezne redčitve (100-krat) celične suspenzije, dokler se komora ni 
napolnila. Komoro smo prenesli pod svetlobni mikroskop in uporabili 10-kratno povečavo. 
Prešteli smo celice v vseh zunanjih 4 kvadratih, pri čemer smo upoštevali celice, ki so segale 
več kot polovico svoje površine v notranjost mreže kvadrata. V kolikor je bila celična 
suspenzija pregosta, smo jo ustrezno redčili in faktor redčitve upoštevali pri izračunu 
koncentracije celic. Če pa je bilo celic premalo, smo celično suspenzijo ponovno 
centrifugirali in resuspendirali v manjšem volumnu.  
3.2.3 Elektroporacija s cisplatinom, spojino A in spojino B in vitro 
Celice smo pripravili po zgoraj opisanem postopku. Po centrifugiranju in odstranjevanju 
supernatanta smo celice najprej resuspendirali v 3ml hladnega pufra EP. Elektroporacijski 
pufer je pripravljen iz 250 mM saharoze, 10nM K2HPO4, 2,5 mM KH2PO4 in 2 mM 
MgCl2×6H2O. Če smo imeli dve 50 ml centrifugirki, smo v vsako dodali po 3 ml pufra EP 
in ju nato pred drugim centrifugiranjem združili. Tako resuspendirane celice smo ponovno 
5 min centrifugirali pri hitrosti 470 × g. Odstranili smo supernatant in ponovno celice 
resuspendirali v 200 – 300 µl pufra EP, odvisno od velikosti celičnega peleta. Od tega koraka 
dalje smo celice vedno hranili na ledu. 
Pred štetjem celic smo celično suspenzijo vedno redčili v 1-kratnem pufru PBS, bodisi 10-
krat ali 100-krat, odvisno od gostote celic. Tako redčene celice smo prešteli v hemocitometru 
in določili kakšno koncentracijo celic imamo v celični suspenziji. 
Za EP smo potrebovali suspenzijo celic z 2×107 celic/ml. Iz števila preštetih celic smo lahko 
izračunali potrebno količino pufra EP za ustrezno redčenje celične suspenzije. Nato smo 
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pripravili elektroporator za aplikacijo osmih električnih pulzov, jakosti 1300 V/cm, s časom 
trajanja 100 μs, frekvenco 1 Hz in elektrode, z razmakom 2 mm. Elektrode smo razkužili v 
70% etanolu in obrisali s sterilno gazo, da so se dobro posušile. Glede na število vzorcev 
oziroma elektroporacij smo pripravili mikrocentrifugirke, jih ustrezno označili in dali na led. 
Pripravili smo si tudi ustrezno število plošč s 24 vdolbinami z zmanjšano možnostjo 
pritrjevanja celic (ang. Ultra low attachment 24-well) in jih ustrezno označili (Slika 12). 
Vnaprej smo si tudi pripravili različne koncentracije testnih spojin, v našem primeru CDDP, 
spojine A in spojine B. Redčitve CDDP smo pripravili iz založne raztopine koncentracije 1 
mg/ml, medtem ko smo redčitve spojine A ali B pripravili iz 1 mM založnih raztopin, 
shranjenih v sterilnih stekleničkah na sobni temperaturi in ovitih v aluminijasto folijo. Iz 
založne raztopine smo najprej redčili v koncentracijo 80 µg/ml, iz te najvišje koncentracije 
pa smo nato redčili vse nižje koncentracije testnih spojin. Redčili smo v pufru EP tako, da je 
bil razpon končnih koncentracij med 1 µg/ml in 80 µg/ml. 
Za posamezno EP smo potrebovali 44 µl celične suspenzije in 11 µl testne substance. Ker 
smo delali v dveh serijah, kjer smo eno elektroporirali, drugo serijo pa ne, smo v vsako 
mikrocentrifugirko dodali po 88 µl celične suspenzije in 22 µl testne substance. Različne 
koncentracije CDDP, spojine A in spojine B smo vedno dodajali tik pred EP. Kot kontrolo 
smo namesto testne substance dodali pufer EP. Vsebino mikrocentrifugirke smo dobro 
premešali s prepihovanjem s pipeto in odpipetirali 50 µl vzorca neposredno v kamrico na 
mikrotitrski plošči. Takoj smo dodali še 50 µl 1-kratnega pufra PBS. Preostalih 50 µl vzorca 
iz mikrocentrifugirke smo nato elektroporirali tako, da smo s pipeto prenesli vzorec med 
sterilni elektrodi z 2 mm razmakom. Pazili smo, da se je kapljica dotikala obeh elektrod in 
da nismo naredili zračnih mehurčkov. Po končani EP smo kapljico stresli v kamrico 
mikrotitrske plošče. Ker smo hoteli prenesti vse celice, smo med elektrode dodali še 50 µl 
1-kratnega pufra EP in tako preostanek celic med elektrodami sprali v isto kamrico. 
Elektrodi smo takoj za tem sprali v 70% etanolu in obrisali s sterilno gazo, da sta se dodobra 
posušili. Po 5 min smo dodali v kamrice na mikrotitrski plošči po 900 µl svežega medija. S 
tem smo testne spojine sprali in tako zagotovili, da bo na celice vplivala samo koncentracija 
spojin, ki je v času 5 minutne inkubacije prešla v celice. Pod svetlobnim mikroskopom smo 
preverili, ali nam je uspelo prenesti celice v vse kamrice na mikrotitrski plošči. Ker smo 
imeli na začetku 20×106 celic to pomeni, da je bilo na tej stopnji v vsaki kamrici mikrotitrske 
plošče 1×106 celic. Za test klonogenosti smo v petrijevke nasadili od 300 do 1600 celic, zato 
je bilo celično suspenzijo potrebno ponovno 10-krat ali 100-krat redčiti.  
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Slika 12: Shema mikrotitrske plošče s 24 vdolbinami s slabšo zmožnostjo pritrjanja celic. 
V vrsto A smo dodali samo celice v pufru EP (K) in celice z različnimi koncentracijami CDDP/spojine 
A/spojine B (konc.1 – konc.5), v vrsto B pa smo dodali celice, ki smo jih elektroporirali brez testnih spojin 
(EP) in z različnimi koncentracijami CDDP/spojine A/spojine B (EKT konc.1 – EKT konc.5). Celice smo 
dodatno 10-krat oziroma 100-krat redčili v vrsti C in D. 
3.2.4 Test klonogenosti 
Namen testa klonogenosti je bil ugotoviti stopnjo citotoksičnost testnih spojin, v našem 
primeru CDDP, spojine A in spojine B. Test klonogenosti smo lahko uporabili, ker sta celični 
liniji MCF7 in HT29 sposobni tvorit kolonije. 
Pripravili smo petrijevke s premerom 6 cm, ki smo jih predhodno ustrezno označili in v 
vsako dodali po 4 ml ogretega medija. Vedno smo delali v treh bioloških ponovitvah, torej 
smo za vsak testni pogoj pripravili po tri petrijevke. Glede na predhodno redčitev v 
mikrotitrskih ploščah, smo ustrezno preračunali volumne, ki smo jih morali odpipetirati v 
petrijevke, da smo nasadili željeno število celic. Za kontrolo smo vedno nasadili najmanj 
celic, za najvišjo koncentracijo testne spojine pa največ celic. Pazili smo, da smo celično 
suspenzijo v mikrotitrski plošči prej dodobra premešali, saj se celice sčasoma posedejo na 
dno. Po dodajanju celične suspenzije v petrijevke smo vsebino petrijevke dobro premešali 
na vodoravni površini ter tako poskrbeli, da so se celice po površini enakomerno porazdelile 
in lahko tvorile posamezne kolonije. Po končani nasaditvi smo uspešnost nasaditve preverili 
z invertnim svetlobnim mikroskopom in petrijevke postavili v inkubator na 37 °C, 5% CO2 
in 90% vlažnost. Plošče smo inkubirali 10-14 dni. 
Vsakih pet dni smo petrijevke pogledali z invertnim svetlobnim mikroskopom in preverjali 
rast kolonij. Ko so posamezne kolonije na petrijavkah vsebovale 50 ali več celic smo končali 
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z inkubacijo celic. Po končani inkubaciji smo previdno odlili gojišče, petrijevke dodatno 
odcedili na papirnatih brisačkah, saj ostanki gojišča motijo barvanje s kristal vijoličnim 
barvilom. V stekleno čašo smo prelili nasičeno raztopino barvila kristal vijolično in s 
plastično kapalko dodajali v petrijevke tolikšno količino barvila, da je dobro prekrilo celotno 
dno petrijevke. Barvilo smo pustili delovati 3-5 minut, v tem času je barvilo kolonike 
obarvalo vijolično in jih hkrati fiksiralo Petrijevke smo sprali pod rahlim curkom tekoče 
vode in posušili na zraku. Obarvane in fiksirane kolonije smo prešteli pod 
stereomikroskopom za štetje kolonij. 
3.2.4.1 Obdelava rezultatov testa klonogenosti 
Preštete kolonije v petrijevki predstavljajo celice testne suspenzije, ki so ohranile sposobnost 
klonogenosti in so bile sposobne reprodukcije. To so klonogene celice in ne predstavljajo 
preživelega deleža celic. Najprej smo izračunali uspešnost nasaditve (ang. plating efficiency; 
PE) tako, da smo število preštetih kolonij delili s številom nasajenih celic na petrijevko 
(Enačba 2). Iz uspešnosti nasaditve smo nato lahko izračunali delež preživelih celic (ang. 
surviving fraction; SF), tako da smo PE testne skupine delili s PE kontrolne skupine (Enačba 
3).  
𝑃𝐸 =  
𝑁 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗
𝑁 𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
                    … (2) 
𝑆𝐹 =  
𝑃𝐸 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑛𝑒 𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑒
𝑃𝐸 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛𝑒 𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑒
                    … (3) 
Rezultate smo obdelali v programu Excel in Sigmaplot ter pri grafih uporabili logaritemsko 
skalo za y-os.  
3.2.5 Priprava citospinov in barvanje po Giemsi 
Za preverjanje morfoloških sprememb po EKT s testnimi spojinami in vrednotenje načina 
umiranja celic (ali je prišlo do apoptoze ali nekroze) smo uporabili diferencialno barvanje z 
barvilom Giemsa. Citološke analize smo izvedli 24 ali 72 ur po EKT s CDDP, spojino A in 
spojino B na pripravljenih citospinih in po diferencialnem barvanju po Giemsi.  
3.2.5.1 Citospini 
Citospin je citološka metoda, pri kateri s centrifugiranjem skoncentriramo celice na objektno 
stekelce. Pri tako pripravljenih stekelcih (v nadaljevanju citospini) vidimo tako žive kot tudi 
mrtve celice, ker jih v postopku barvanja po Giemsi ne speremo. 
Celice smo elektroporirali z različnimi koncentracijami CDDP, spojine A ali B, tako kot za 
test klonogenosti. Pri tem smo vedno naredili dve seriji, kjer smo eno elektroporirali in drugo 
ne. Vedno smo imeli negativno kontrolo in po eno koncentracijo CDDP, spojine A in spojine 
29 
Skok J. Ugotavljanje občutljivosti humanih tumorskih celic za elektrokemoterapijo s spojinami platine (II) in vitro.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
B. Koncentracijo, ki smo jo uporabili smo izračunali kot koncentracijo testne spojine pri 
kateri je umrljivost celic 50-odstotna. Po EP smo celice nasadili v mikrotitrske plošče. V 
posamezne vdolbine mikrotitrskih plošč smo dodali po 2 ml svežega medija in določen 
volumen celične suspenzije tako, da smo nasadili 40 000 celic za barvanje po 24 urah, in 25 
000 celic za barvanje po 72 urah.  
Po 24 urah oziroma 72 urah smo pripravili citospine. Celično suspenzijo v vdolbini 
mikrotitrske plošče smo najprej dobro premešali s pipeto in vsebino prestavili v 2 ml 
mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke smo centrifugirali 5 minut pri 470 × g. Po končanem 
centrifugiranju smo odstranili medij in pelet resuspendirali v 100 µl 1-kratnega pufra PBS. 
Koncentracijo celic smo nato prešteli s hemocitometrom, pri čemer smo šteli vse celice, tudi 
mrtve. Za citospine smo potrebovali 5000 celic v 80 µl 1-kratnega pufra PBS. Vedno smo si 
pripravili prebitek, dvakratno količino, torej 10 000 celic v 160 µl 1-kratnega pufra PBS. 
Glede na koncentracijo celične suspenzije smo izračunali volumen v katerem je 10 000 celic 
in pripravili celice za citospine. Ko smo imeli mikrocentrifugirke z željenim številom celic 
pripravljene, smo citospine sestavili. Na kovinsko ogrodje smo vpeli objektno stekelce z 
ustrezno oznako. Čezenj smo položili polovico filtrirnega papirja, nato pa še lijak. Pri tem 
smo pazili, da se je luknjica na filter papirju prilegala luknjici na lijaku. Kovinsko ogrodje 
smo zaprli, tako da je citospin stal skupaj in ga vstavili v citocentrifugo (Slika 13). S pipeto 
smo premešali vzorec in v lijak prenesli 80 µl vzorca. Centrifugirali smo 4 minute pri 1000 
rpm. Po končanem centrfugiranju smo citospine razstavili, pri tem pa pazili, da filter papirja 
nismo potegnili po objektnem stekelcu, saj bi s tem lahko odstranili celice. Objektna stekelca 
smo na zraku sušili 15 min in jih nato diferencialno barvali po Giemsi. 
 
Slika 13: Sestavljanje citospina (prirejeno po Kamranvar in Masucci, 2014). 
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3.2.5.2 Diferencialno barvanje citoloških preparatov po Giemsi 
Na zraku posušena objektna stekelca smo prestavili v plastično kadičko in celice na stekelcih 
fiksirali z absolutnim metanolom. Naslednjih 15 minut smo skrbeli, da se stekelca niso 
posušila in konstantno dodajali metanol. Po 15 minutah smo odvečni metanol popivnali s 
papirnatimi brisačkami in nato stekelca še sprali v vodi tako, da smo jih vstavili v nosilce s 
kadičko v katero smo predhodno dali vodo in nato vse skupaj sprali še pod tekočo vodo. 
Objektna stekelca smo prenesli na papirnate brisačke, da so se posušila. Medtem smo 
pripravili barvilo Giemsa tako, da smo v 50 ml centrifugirko odpipetirali 8,5 ml pufra za 
barvanje po Giemsi (fosfatni pufer) in 1,5 ml barvila. Barvilo je uporabno samo enkrat, tako 
da smo za vsak eksperiment pripravili novega. Tako pripravljeno barvilo smo nato s kapalko 
nakapali na objektna stekelca, kjer so se nahajale celice. Barvilo smo pustili delovati 15 
minut in ga nato odstranili s spiranjem pod tekočo vodo. Obarvane preparate smo posušili 
na zraku vsaj 30 minut. Potem, ko so bili preparati dobro posušeni, smo na vsako objektno 
stekelce s kapalko kanili majhno kapljico medija za pokrivanje objektnih stekelc in vsako 
stekelce posebej pokrili s krovnim steklom. Preparate smo sušili vsaj 2 uri.  
Celični vzorci, ki so barvani po Giemsi imajo vijolično obarvano jedro in rožnato obarvano 
citoplazmo. Morfološke spremembe smo analizirali s svetlobnim mikroskopom Olympus 
BX-51 pri 40-kratni povečavi, slike pa smo zajeli z digitalno kamero DP72 CCD. 
3.2.6 Statistična obdelava podatkov 
Statistično analizo in grafični prikaz rezultatov smo izvedli s programom SigmaPlot 
Software (različica 13.0, Systat Software, London, Velika Britanija) in Microsoft Excel 
2016. Za vsako proučevano skupino smo izračunali aritmetično sredino in njeno standardno 
napako. Za analizo statistično značilnih razlik med skupinami smo uporabili enosmerno 
analizo variance ANOVA. S Holm-Sidakovim testom smo primerjali razlike med 
posameznimi skupinami. Vrednosti IC50 smo primerjali s Studentovim t-testom. Rezultate 
smo opisali s statistično pomembnostjo oziroma p-vrednostjo. Pri vseh testih smo za 
statistično značilne rezultate upoštevali tiste, katerih p-vrednost je manjša od 0,05 (p < 0,05). 
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4.1 CITOTOKSIČNI UČINEK ELEKTROPORACIJE CELIC V KOMBINACIJI S 
TESTNIMI SPOJINAMI 
Med šestnajstimi na novo sintetiziranimi platinovimi (II) spojinami v raziskavi Živkovića in 
sod. (2018) smo za nadaljnje testiranje izbrali spojino A, s formulo [PtCl (5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(S-dmso)] in njen analog, spojino B, s formulo [PtCl (5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(pta)]. Njihove raziskave o citotoksičnem delovanju spojine A in B smo 
razširili na dve drugi humani celični liniji in skušali ugotoviti, ali prihaja do razlik v 
delovanju platinovih (II) spojin med celičnimi linijami. Izbrali smo celično linijo raka dojke 
MCF7 in celično linijo raka debelega črevesja HT29.  
Za ugotavljanje citotoksičnosti testnih spojin smo izvedli test klonogenosti. Celice smo 
elektroporirali z različnimi koncentracijami testnih spojin, ki so se gibale med 1 µg/ml in 80 
µg/ml. Kot kontrolo smo namesto testne substance dodali pufer EP. Celice smo v vseh 
eksperimentih izpostavili različnim koncentracijam testnih spojin le za 5 minut in nato testne 
spojine sprali. Po EP smo 300 do 1600 celic nasadili na petrijevke. Vsakih pet dni smo 
petrijevke pregledali z invertnim svetlobnim mikroskopom in preverjali rast kolonij. 
Kolonije, ki so vsebovale 50 ali več celic smo uporabili za barvanje s kristal vijoličnim. 
Obarvane in fiksirane kolonije smo prešteli s stereomikrskopom za štetje kolonij in 
izračunali delež preživelih celic. Na podlagi pridobljenih rezultatov iz vsaj treh ločenih 
eksperimentov, pri čemer smo pri vsakem uporabili tri biološke ponovitve, smo narisali graf 
relativne preživelosti celic v odvisnosti od koncentracije testne spojine.  
Iz pridobljenih rezultatov smo izrisali krivulje preživetja in izračunali IC50 posamezne 
koncentracije, to je koncentracija testne spojine pri kateri je preživelost celic 50-odstotna 
(Preglednica 7, Slike 14-19). Nižja kot je IC50 koncentracija, bolj citotoksična je spojina. 
IC50 koncentracije testnih spojin v kombinaciji z EP so pri obeh celičnih linijah statistično 
značilno nižje, kot IC50 koncentracije pri skupinah celic, ki jih nismo izpostavili EP. 
Elektroporacija namreč olajša vstop testnih spojin v celico in tako izboljša njihovo 
citotoksično delovanje. Prav tako prihaja do statistično značilnih razlik med delovanjem 
posameznih spojin na obe celični liniji v kombinaciji z EP in brez. Pri celični liniji MCF7 se 
je za najbolj citotoksično izkazala EKT s spojino B, katere IC50 je znašala 9,0 µM, malo 
manj citotoksična je bila EKT s CDDP z IC50 10,3 µM, najmanj toksična pa EKT s spojino 
A, katere IC50 je znašala 20,8 µM (Preglednica 7). Pri celični liniji HT29 je bilo podobno. 
Najbolj citotoksična je bila EKT s spojino B z najnižjim IC50, ki je znašala 11,6 µM, za malo 
manj citotoksično se je izkazala EKT s CDDP z IC50 13,9 µM, najmanj citotoksična pa je 
EKT s spojino A, katere IC50 je znašala 27,2 µM (Preglednica 7). Če primerjamo 
citotoksičnost med celičnima linijama vidimo, da se citotoksičnost CDDP, spojine A in 
spojine B v kombinaciji z EP ali brez, med celičnima linijama statistično razlikuje. Spojina 
A in spojina B sta v kombinaciji z EP delovale bolj citotoksično na celično linijo MCF7 v 
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primerjavi s celično linijo HT29. Za CDDP se je izkazalo obratno, bolj citotoksično je 
deloval na celično linijo HT29, vendar samo v primeru brez EP, ko pa smo CDDP v celice 
vstavljali z EP pa se je MCF7 ponovno izkazala za bolj občutljivo kot HT29. Sama 
elektroporacija je pri obeh celičnih linijah zmanjšala preživetje največ za 18% proti 
kontrolnim neizpostavljenim celicam. 
S faktorjem okrepitve (FO) smo preverjali pripevek metode vnosa testne spojine v celice, v 
našem primeru EP, k delovanju spojine (Preglednica 7). Pri celični liniji MCF7 je FO za 
CDDP znašala 4,7, kar pomeni, da je EP za 4,7-krat povečala citotoksičnost CDDP na celice. 
Faktor okrepitve spojine A v celični liniji MCF7 je znašal 3,0, spojine B pa 3,1. 
Elektroporacija celic MCF7 je najbolj povečala učinkovitost CDDP, manj pa spojin A in B. 
Pri celični liniji HT29 je EP najbolj povečala učinek spojine B, kar za 5,6-krat, manj pa je 
povečala učinek CDDP, za 3,2-krat in spojine A, za 3,1-krat. 
Preglednica 7: IC50 koncentracije testnih spojin brez elektroporacije (CDDP, A, B) in z elektroporacijo 
(EKT CDDP, EKT A, EKT B), njihove standardne napake (se) in faktor okreptive (FO) za celični liniji 
HT29 in MCF7.  
n - število neodvisnih poskusov; * p <0,05 statistično različno pri isti testni spojini glede na celice HT29 
 
  HT29 MCF7 
Testna spojina n IC50 (µM) ± se FO  IC50 (µM) ± se FO 
CDDP 4 44,8 ± 0,3 /  48.5 ± 0,3* / 
A 4 85,3 ± 1,1 /  61.6 ± 0,4* / 
B 4 65,4 ± 0,9 /  28.3 ± 0,3* / 
EKT CDDP 4 13,9 ± 0,1 3,2  10.3 ± 0,1* 4,7 
EKT A 4 27,2 ± 0,3 3,1  20.8 ± 0,3* 3,0 
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Slika 14: Primerjava citotoksičnosti različnih koncentracij cisplatina (CDDP) na celice HT29 brez in z 
elektroporacijo (EP).  
Skupine, kjer elektroporacija ni bila uporabljena za povečanje vnosa so bile normalizirane glede na kontrolno 
skupino. Skupine, kjer je bila uporabljena elektroporacija za vnos smo normalizirali glede na kontrolno skupino 
EP. Podane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. EKT – elektrokemoterapija (EP z dodanim 
citostatikom); *p < 0,05 statistično značilne razlike med EP skupinami in skupinami brez EP pri isti 
koncentraciji CDDP. 
 
Slika 15: Primerjava citotoksičnosti različnih koncentracij [PtCl(5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(S-
dmso)] (spojina A) na celice HT29 brez in z elektroporacijo (EP).   
Skupine, kjer elektroporacija ni bila uporabljena za povečanje vnosa so bile normalizirane glede na kontrolno 
skupino. Skupine, kjer je bila uporabljena elektroporacija za vnos smo normalizirali glede na kontrolno skupino 
EP. Podane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. EKT – elektrokemoterapija (EP z dodanim 
citostatikom); *p < 0,05 statistično značilne razlike med EP skupinami in skupinami brez EP pri isti 
koncentraciji spojine A. 
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Slika 16: Primerjava citotoksičnosti različnih koncentracij [PtCl(5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(pta)] (spojina B) na celice HT29 brez in z elektroporacijo (EP). 
Skupine, kjer elektroporacija ni bila uporabljena za povečanje vnosa so bile normalizirane glede na kontrolno 
skupino. Skupine, kjer je bila uporabljena elektroporacija za vnos smo normalizirali glede na kontrolno skupino 
EP. Podane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. EKT – elektrokemoterapija (EP z dodanim 
citostatikom); *p < 0,05 statistično značilne razlike med EP skupinami in skupinami brez EP pri isti 
koncentraciji spojine B. 
. 
 
Slika 17: Primerjava citotoksičnosti različnih koncentracij cisplatina (CDDP) na celice MCF7 brez in z 
elektroporacijo (EP). 
Skupine, kjer elektroporacija ni bila uporabljena za povečanje vnosa so bile normalizirane glede na kontrolno 
skupino. Skupine, kjer je bila uporabljena elektroporacija za vnos smo normalizirali glede na kontrolno skupino 
EP. Podane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. EKT – elektrokemoterapija (EP z dodanim 
citostatikom); *p < 0,05 statistično značilne razlike med EP skupinami in skupinami brez EP pri isti 
koncentraciji CDDP. 
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Slika 18: Primerjava citotoksičnosti različnih koncentracij [PtCl(5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(S-
dmso)] (spojina A) na celice MCF7 brez in z elektroporacijo (EP). 
Skupine, kjer elektroporacija ni bila uporabljena za povečanje vnosa so bile normalizirane glede na kontrolno 
skupino. Skupine, kjer je bila uporabljena elektroporacija za vnos smo normalizirali glede na kontrolno skupino 
EP. Podane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. EKT – elektrokemoterapija (EP z dodanim 
citostatikom); *p < 0,05 statistično značilne razlike med EP skupinami in skupinami brez EP pri isti 
koncentraciji spojine A. 
    
 
Slika 19: Primerjava citotoksičnosti različnih koncentracij [PtCl(5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(pta)] (spojina B) na celice MCF7 brez in z elektroporacijo (EP). 
Skupine, kjer elektroporacija ni bila uporabljena za povečanje vnosa so bile normalizirane glede na kontrolno 
skupino. Skupine, kjer je bila uporabljena elektroporacija za vnos smo normalizirali glede na kontrolno skupino 
EP. Podane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. EKT – elektrokemoterapija (EP z dodanim 
citostatikom); *p < 0,05 statistično značilne razlike med EP skupinami in skupinami brez EP pri isti 
koncentraciji spojine B. 
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4.2 UGOTAVLJANJE TIPA CELIČNE SMRTI Z BARVANJEM PO GIEMSI 
Za preverjanje morfoloških sprememb po EKT s testnimi spojinami in vrednotenje načina 
umiranja celic smo uporabili diferencialno barvanje po Giemsi. Citološke analize smo 
izvedli 24 ali 72 ur po EKT s CDDP, spojino A in spojino B na pripravljenih citospinih in 
po diferencialnem barvanju po Giemsi. Celice smo elektroporirali s testnimi spojinami, pri 
čemer smo naredili dve seriji, kjer smo eno elektroporirali, drugo pa ne. Za negativno 
kontrolo smo namesto testne spojine uporabili pufer EP. Koncentracijo testnih spojin, ki smo 
jo uporabili smo izračunali kot koncentracijo, ki zmanjša preživetje celic za 50-odstotkov. 
Celice smo s spojinami inkubirali 5 minut in jih nato sprali ter tako preprečili, da bi platinove 
(II) spojine z difuzijo oziroma z različnimi transmembranskimi prenašalci prehajale prek 
celične membrane tudi po 5 minutni inkubaciji. Nato smo celice v mikrotitrskih ploščah 
inkubirali 24 oziroma 72 ur. Po inkubaciji smo pripravili citospine in jih diferencialno 
barvali po Giemsi. Kljub ustreznemu resuspendiranju celic s pipeto, smo imeli težave s 
tvorbo skupkov. Morfološke spremembe smo analizirali s svetlobnim mikroskopom pod 40-
kratno povečavo. Prešteli smo vse celice na 60-100 vidnih poljih pri vsakem pogoju in 
opredelili apoptotične in nekrotične celice, glede na njihove morfološke značilnosti ter bili 
pozorni tudi na morebitne mitotične celice. Apoptotične celice smo prepoznali po brstenju 
membrane, pojavu apoptotskih telesc in kondenzaciji kromatina. Nekrotične celice pa po 
svetlejši citoplazmi in jedru, saj med nekrozo pride do izlitja vsebine lizosomov, kar zakisa 
citoplazmo, to pa eozin v barvilu obarva rožnato. Med nekrozo pride do nabrekanja celic, 
izgube membranske integritete in do izlitja celične vsebine v okolico. 
Pri kontroli in EP kontroli ni bilo statistično značilno različnega števila apoptotičnih oziroma 
nekrotičnih celic, tako pri MCF kot tudi HT29, neodvisno od časa inkubacije, razen v 
primeru MCF7 po 72h inkubacije, kjer je bilo statistično značilno več apoptotičnih celic, 
tako pri kontroli, kot tudi pri EP. Opazili smo, da je terapija tako s CDDP, kot tudi s spojino 
A in spojino B brez EP in v kombinaciji z EP povzročila večinoma apoptotično celično smrt 
pri obeh celičnih linijah, neodvisno od časa inkubacije (24 ur oziroma 72 ur) (Slika 20). 
Delež apoptotičnih celic je bil statistično značilno 2 do 7-krat večji kot delež nekrotičnih 
celic. Opazili smo tudi, da je preživetje celic zmanjšala že sama EP. Med kontrolo in EP ni 
bilo signifikantnih razlik pri grafih A, B, C in D (Slika 20), tako pri apoptozi, kot tudi pri 
nekrozi, razen v primeru grafa C, kjer je delež nekrotičnih celic pri EP kontroli signifikantno 
večji od deleža nekrotičnih celic kontrole. Opazili smo tudi nekaj posameznih mitotičnih 
celic, katerih pojav je bil neodvisen od eksperimentalnih pogojev. 
Tako pri celični liniji HT29, kot tudi MCF7 po 24 urah in 72 urah inkubacije smo ugotovili, 
da imajo vse tri testne spojine citotoksičen učinek in povzročajo apoptozo, saj obstajajo 
statistično značilne razlike med kontrolo in CDDP, spojino A, spojino B ter med EP kontrolo 
in EKT s CDDP, EKT s spojino A, EKT s spojino B. Ugotovili smo tudi, da je EP z vsemi 
tremi testnimi spojinami signifikantno prispevala k povečanemu deležu apoptoze pri HT29 
in MCF7. Med CDDP, spojino A, spojino B in EKT v kombinaciji s CDDP, spojino A in 
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spojino B obstajajo namreč statistično značilne razlike, kjer testne spojine v kombinaciji z 
EP povzročijo večji delež apoptoze, kot spojine, ki jim vstopa v celice nismo olajšali z EP. 
To pomeni, da je EP res olajšala vstop testnih spojin v celice in tako izboljšala njihovo 
citotoksično delovanje. 
Pri celicah HT29 med samimi spojinami CDDP, spojino A in spojino B po 24 urah 
inkubacije ni bilo signifikantnih razlik, torej ne povzročajo signifikantno različnega deleža 
apoptoze. Med elektroporiranimi skupinami je bila signifikantna razlika samo med EKT s 
CDDP in EKT s spojino A, kjer EKT s CDDP povzročila večji delež apoptoze kot EKT s 
spojino A, EKT s spojino B pa je učinkovala podobno kot EKT s CDDP in EKT s spojino 
A. Po 72 urah inkubacije smo med posameznimi spojinami brez EP videli signifikantno 
razliko med CDDP in spojino A, kjer je CDDP povzročil signifikantno višji delež apoptoze 
od spojine A. Prav tako je bila med elektroporiranimi skupinami signifikantna razlika le med 
EKT s CDDP in EKT s spojino A, tako kot smo ugotovili že po 24 urah. Če primerjamo 
delež apoptotičnih celic pri HT29 med 24 urami in 72 urami vidimo da ni statistično 
značilnih razlik. Po 72 urah ni bilo višjega deleža apoptoze kot po 24 urah. Lahko sklepamo, 
da so vse tri spojine na celično linijo HT29 delovale že po 24 urah, pri čemer je od časa 
inkubacije različno le dejstvo, da je po 72 urah CDDP povzročil več apoptoze kot spojina A, 
kar pa ni statistično različno od 24 ur. 
Pri celicah HT29 je le spojina A povzročila signifikantno višji delež nekroze glede na 
kontrolno skupino po 24 urah inkubacije. V primeru EP pa se je statistično značilno povečal 
delež nekroze le po EKT s CDDP glede na skupino CDDP, medtem ko je bil delež nekroze 
po EKT s spojino A ali spojino B statistično neznačilno višji, glede na spojini sami. Po 72 
urah inkubacije celic HT29 je signifikantna razlika v deležu nekroze le med skupinama 
samega tretiranja s spojino B in EKT s spojino B, medtem ko je bil delež nekroze pri vnosu 
CDDP ali spojine A z EP statistično neznačilno višji. Na splošno je bil delež nekroze pri 
vseh skupinah, razen EKT s spojino B, primerljiv oziroma v nekaterih skupinah statistično 
neznačilno višji kot v kontrolni skupini.  
Če pri celični liniji MCF7 po 24 urah inkubacije primerjamo citotoksičnost samih spojin 
vidimo, da je signifikantna razlika med deležema apoptotskih celic le med CDDP in spojino 
A, spojina B pa ima podoben učinek kot CDDP in spojina A. Med elektroporiranimi 
skupinami se je za najbolj citotoksično izkazala EKT s CDDP, ki je povzročila signifikantno 
višji delež apoptoze v primerjavi z EKT s spojino B in EKT s spojino A, medtem ko med 
EKT s spojino A in EKT s spojino B ni bilo statistično značilne razlike. Po 72 urni inkubaciji 
ni več statistično značilne razlike med CDDP in spojino A. Pri vnosu spojin z EP vidimo 
razliko med EKT s CDDP in EKT s spojino A, kjer je EKT s CDDP povzročila signifikantno 
večji delež apoptoze. Torej spet lahko sklepamo, da je CDDP v kombinaciji z EP bolj 
citotoksičen od spojine A. Elektroporacija s spojino B je delovala primerljivo EKT s CDDP, 
saj se deleža apoptoze nista statistično razlikovala. Če primerjamo delež apoptotičnih celic 
glede na trajanje inkubacije celic MCF7 opazimo, da so se razlike pojavile samo med EKT 
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s CDDP, EKT s spojino A in EKT s spojino B. Pri vseh je bil delež apoptoze po 72 urah 
povečan. To pomeni, da se očitno MCF7 kasneje odzivajo na delovanje spojin oziroma, da 
pri MCF7 testne spojine potrebujejo dlje časa, da povzročijo citotoksičnost in s tem 
apoptozo. 
Celice MCF7 so bile bolj občutljive na EP in je bil delež nekroze po 24 urah signifikantno 
večji glede na kontrolo. Statistično značilne razlike smo opazili pri vseh treh testiranih 
spojinah glede na kontrolo. Elektroporacija je statistično značilno povečala delež nekroze le 
pri vnosu CDDP in spojine B. 72 ur po terapiji celic MCF7 smo opazili, da same spojine in 
sama elektroporacija niso povzročali statistično značilnega povišanja deleža nekroze, v 
kombinaciji z elektroporacijo pa so jo. Med skupinami CDDP in EKT s CDDP, spojino A 
in EKT s spojino A, spojino B in EKT s spojino B ni bilo statistično značilne razlike. Če 
primerjamo nekrozo pri celicah MCF7 med obema časovnima točkama (24 in 72 ur) 
inkubacije vidimo, da se je delež nekroze signifikantno zmanjšal zgolj po EKT s spojino A.  
Če primerjamo celični liniji vidimo, da razlik med apoptozo po 24 urah in 72 urah inkubacije 
med HT29 in MCF7 ni. Iz tega lahko sklepamo, da testne spojine niso povzročile različnega 
deleža apoptoze pri obeh preiskovanih celičnih linijah. Malo drugače je pri nekrozi, kjer pa 
je prišlo do razlik po 24 urah in 72 urah, in sicer se je 24 ur po tretiranju celic pojavila 
statistično značilna razlika med HT29 in MCF7 samo pri EKT s spojino B, ki je bila pri 
MCF7 veliko višja kot pri HT29. Po 72 urni inkubaciji pa vidimo razliko pri EKT s CDDP 
in EKT s spojino A, ki sta povzročili večje število nekrotičnih celic pri MCF7 kot pri HT29. 
 
39 
Skok J. Ugotavljanje občutljivosti humanih tumorskih celic za elektrokemoterapijo s spojinami platine (II) in vitro.   




Slika 20: Primerjava tipov celične smrti (apoptoza, nekroza) med različnimi testnimi spojinami brez in 
z elektroporacijo (EP) glede na celično linijo in čas inkubacije. 
Kontrola (K), elektroporirana kontrola (EP), delež apoptoze oziroma nekroze pri celicah tretiranimi s testnimi 
spojinami (CDDP, A, B) in delež apoptoze oziroma nekroze pri celicah tretiranimi s testnimi spojinami v 
kombinaciji z EP (EKT CDDP, EKT A, EKT B). Podane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. 
EKT – elektrokemoterapija (EP z dodano testno spojino; *p < 0,05 statistično značilne razlike pri apoptozi 
glede na kontrolno; **p < 0,05 statistično značilne razlike pri apoptozi glede na kontrolno EP skupino, 
cisplatin, spojino A ali spojino B; ***p < 0,05 statistično značilne razlike glede na EKT s spojino A; # p < 0,05 
statistično značilne razlika pri nekrozi glede na kontrolno skupino; ● p < 0,05 statistično značilne razlike glede 
na skupino CDDP; ≡ p < 0,05 statistično značilne razlike pri nekrozi glede na vse ostale skupine; ∇ p < 0,05 
statistično značilne razlike pri apoptozi glede na skupino CDDP in spojino A; ≈ p < 0,05 statistično značilne 
razlike pri nekrozi med 24 h in 72h; ∞ p < 0,05 statistično značilne razlike pri nekrozi med 24 h in 72 h pri 
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Slika 21: Celice HT29 po 24 urni inkubaciji, barvane po Giemsi. 
Kontrolne celice (K), elektroporirane celice (EP), celice tretirane s testnimi spojinami (CDDP, A, B) in 
elektroporirane celice v prisotnosti testnih spojin (EKT CDDP, EKT A, EKT B). S črno puščico so označene 
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Slika 22: Celice HT29 po 72 urni inkubaciji, barvane po Giemsi. 
Kontrolne celice (K), elektroporirane celice (EP), celice tretirane s testnimi spojinami (CDDP, A, B) in 
elektroporirane celice v prisotnosti testnih spojin (EKT CDDP, EKT A, EKT B). S črno puščico so označene 





Skok J. Ugotavljanje občutljivosti humanih tumorskih celic za elektrokemoterapijo s spojinami platine (II) in vitro.   






Slika 23: Celice MCF7 po 24 urni inkubacije, barvane po Giemsi.  
Kontrolne celice (K), elektroporirane celice (EP), celice tretirane s testnimi spojinami (CDDP, A, B) in 
elektroporirane celice v prisotnosti testnih spojin (EKT CDDP, EKT A, EKT B). S črno puščico so označene 
nekatere nekrotične celice, z rdečo puščico pa nekatere apoptotične celice. Merilo 100 µm. 
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Slika 24: Celice MCF7 po 72 urni inkubaciji, barvane po Giemsi. 
Kontrolne celice (K), elektroporirane celice (EP), celice tretirane s testnimi spojinami (CDDP, A, B) in 
elektroporirane celice v prisotnosti testnih spojin (EKT CDDP, EKT A, EKT B). S črno puščico so označene 
nekatere nekrotične celice, z rdečo puščico pa nekatere apoptotične celice. Merilo 100 µm. 
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Rakava obolenja sodijo med najpomembnejše zdravstvene izzive sodobnega sveta (Jemal in 
sod., 2011). Glede na tip in stadij raka, se zdravniki odločajo za različne pristope zdravljenja, 
med katere spada tudi kemoterapija. Cisplatin je eden najbolj množično uporabljanih 
kemoterapevtikov (Hannon, 2007). Poročajo, da je skoraj 50-odstotkov vseh rakavih 
pacientov zdravljenih s CDDP (Galanski in sod., 2005). Sam ali pa v kombinaciji z drugimi 
zdravili se uporablja predvsem za zdravljenje raka na jajčnikih, testisih, materničnega vratu, 
raka mehurja, pljuč in raka v področju glave in vratu (Dasari in Tchounwou, 2014; Ghosh, 
2019). Cisplatin povzroči poškodbe na DNA, saj se nanjo veže in s tem prepreči 
podvojevanje DNA in produkcijo proteinov, kar vodi v aktivacijo različnih poti, ki večinoma 
vodijo v apoptozo, lahko pa tudi nekrozo (Siddik, 2003). Kljub množični uporabi CDDP pa 
se v zvezi z njim pojavljata dve težavi, njegova toksičnost, ki povzroči veliko stranskih 
učinkov in rezistenca tumorskih celic na CDDP (Florea in Busselberg, 2011). Rezistenca 
rakavih celic na CDDP je posledica mutacij, ki vodijo v zmanjšanje akumulacije zdravila v 
celicah, inaktivacijo zdravila, izboljšanje DNA popravljalnih mehanizmov in spreminjanja 
proteinov, ki sodelujejo v apoptotični poti (Rocha in sod., 2018; Rabik in Dolan, 2007; 
Amable, 2016).  
Eden izmed pristopov za izboljšanje akumulacije CDDP v celicah, zvečanje citotoksičnosti 
in zmanjšanje njegovih stranskih učinkov je EP (Serša in sod., 1995; Čemažar in sod., 1998a, 
1998b). Elektroporacija omogoči nastanek začasnih por v membranskem lipidnem dvosloju 
(Serša in sod., 1995). Posledično se v celici lahko akumulira več zdravila, za delovanje je 
potrebna nižja koncentracija CDDP, kar povzroči manj sistemskih stranskih učinkov 
(Čemažar in sod., 2015). V predkliničnih študijah številnih tumorskih modelov so ugotovili, 
da kombinacija EP s CDDP, ki ji rečemo tudi EKT, zviša protitumorsko učinkovitost kar do 
70x (Serša in sod., 1995, 1997; Čemažar in sod., 1998b, 2015; Melvik in sod., 1986). 
Elektrokemoterapijo z intratumoralno injiciranim CDDP so v klinični študiji prvič 
preizkusili za zdravljenje podkožnega tumorja malignega melanoma, bazalnega celičnega 
karcinoma in ploščatoceličnega karcinoma. Rezultat zdravljenja je bil dober, saj je prišlo do 
100-procentne regresije tumorja (Serša in sod., 1998). Do sedaj so EKT večinoma 
uporabljali za zdravljenje melanoma in kožnih metastaz drugih tumorskih tipov (Čemažar in 
sod., 2015). Vse več kliničnih študij pa se ukvarja tudi s kožnimi in podkožnimi metastazami 
raka dojke (Reberšek in sod., 2004; Matthiessen in sod., 2012) in globoko ležečimi tumorji, 
kot so kolorektalni tumorji, sarkomi mehkih tkiv in možganov, kosti in metastaz na jetrih 
(Čemažar in sod., 2015; Edhemović in sod., 2014; Bianchi in sod., 2016; Miklavčič in sod., 
2010; Djokić in sod., 2018; Campana in sod., 2019; Čemažar in Serša, 2019). 
Čemažar in sod. (1998a) pa so na primer ugotovili, da EKT s CDDP v IGROV 1/DDP 
celicah, ki so odporne na CDDP sicer res zviša citotoksičnost CDDP, vendar celice še vedno 
ostanejo kar za 50-krat bolj odporne na CDDP v primerjavi z nerezistentnimi celicami. 
Kasneje so Čemažar in sod. (2001) preizkusili EKT s CDDP tudi na CDDP rezistentnih 
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TBL.Cl2 Pt tumorskih celicah. Ugotovili so, da so in vitro rezistentne TBL.Cl2 Pt celice 
enako občutljive na EKT s CDDP kot na CDDP nerezistentne parentalne celice. 
Koncentracija CDDP v celicah se ni razlikovala med rezistentnimi in nerezistentnimi 
celicami, kar nakazuje na to, da ima na CDDP rezistenco velik vpliv sposobnost celične 
membrane da prepreči privzem CDDP v celico. V in vivo poskusu pa se je izkazalo, da je 
imela EKT s CDDP večji učinek na nerezistentne parentalne tumorje v primerjavi z na 
CDDP rezistentnimi tumorji, tudi koncentracija privzetega CDDP je bila v nerezistentnih 
celicah veliko višja kot v rezistentnih celicah. Torej kombiniranje EKT s CDDP večinoma 
ni dovolj za izničenje vpliva rezistence na CDDP v celicah. Druga možnost izogibanja 
rezistenci na CDDP in njegovim hudim stranskim učinkom je sinteza novih analogov platine 
(II). Do sedaj so znanstveniki razvili že na stotine analogov platine (II) z različnimi ligandi. 
Med vsemi pa so do sedaj zgolj nekaj analogov preizkusili v kliničnih študijah. Za uporabo 
v medicini sta tako poleg CDDP odobrena samo še dva derivata platine, karboplatin in 
oksaliplatin (Gosh in sod., 2019). 
Z našim magistrskim delom smo želeli ugotoviti stopnjo občutljivosti dveh humanih 
tumorskih celičnih linij, HT29 in MCF7, na zdravljenje z EKT v kombinaciji z dvema 
izbranima novima analogoma platine in njuno delovanje primerjati z delovanjem CDDP. Za 
preverjanje citotoksičnosti vseh treh testnih spojin in vpliva EP na njihovo delovanje smo 
izvedli test klonogenosti in z barvanjem citospinov po Giemsi opredelili tip celične smrti in 
delež celic, ki so prešle v apoptozo oziroma nekrozo. 
5.1 IZBOR PLATINOVIH (II) SPOJIN 
Živković in sodelavci so leta 2018 objavili raziskovalni članek, kjer so testirali 
protitumorsko delovanje šestnajstih na novo sintetiziranih platinovih (II) spojin. Vseh 
šestnajst spojin je sestavljenih iz platine (II) in različnih kinolinov, od tega pa jih ima osem 
še pta ligand, druga polovica pa ne. Ker nimajo vsi kompleksi s platino protirakave aktivnosti 
je zelo pomembno, da za sestavljanje platinovih kompleksov uporabimo prave ligande, ki 
imajo sposobnost stabilizacije kovinske geometrije in vplivajo na topnost kompleksa 
(Scalambra in sod., 2019). Živković in sod. (2018) so se odločili da na platino vežejo različne 
8-hidroksikinoline (hqH) katerih biološko aktivnost pripisujejo predvsem dejstvu, da lahko 
preko svojega kisikovega in dušikovega iona vežejo dvo ali trovalentne kovinske ione 
(Prachayasittikul in sod., 2013). Njihova interakcija s kovinskimi ioni je ključnega pomena 
tudi pri njihovemu protirakavemu delovanju, saj v celici tvorijo komplekse z bakrom in 
železovimi solmi (Zhai in sod., 2009; Leanderson in Tagesson, 1996). Za kliokinol, ki spada 
v skupino hqH je dokazano, da ima sposobnost inhibicije proteosomov (Daniel in sod., 2005; 
Mao in sod., 2009), inducira apoptozo pri humanih celičnih linijah tako da tarčno cilja cink 
na lizosomih (Yu in sod., 2009) in je NFκB inhibitor (Yu in sod., 2010) ali pa stimulira 
makrofage, da sprostijo TNFα (Du in sod., 2007). 
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8-hidroksikinoline so preizkusili tudi v kombinaciji s protitumorskim zdravilom pacitaxel za 
zdravljenje raka dojk, kjer so ugotovili, da ima kombinacija hqH z zdravilom boljši 
terapevtski učinek v primerjavi samo z hqH ali paclitaxelom tako na MCF7 kot tudi na 
MDA-MB-435 ksenograftih (Zhou in sod., 2009). Veliko zanimanja pa so v zadnjem 
desetletju pritegnili kovinski kompleksi hqH s protirakavim delovanjem. Po enega ali več 
hqH derivatov so vezali na železo (II) (Corce in sod., 2014; Barilli in sod., 2014), na vanadij 
(IV) in (V) (Correia in sod., 2014), rutenij (II) (Yang in sod., 2014; Gobec in sod., 2014; 
Ruiz, 2019) in kobalt (Zhang in sod., 2016). Nekateri izmed teh kompleksov so pokazali 
veliko citotoksičnost na tumorske celične linije, primerljivo s toksičnostjo CDDP. Veliko 
zanimanja so pritegnili tudi kompleksi z bakrom (II) in platino (II). Wehbe in sod. (2017) so 
objavili članek, kjer so opisali, da je bakrov (II) kompleks s hqH ligandom dosegel nižjo 
vrednost IC50 v primerjavi s CDDP v vseh preizkušenih celičnih linijah. Qin in sod. (2015) 
so objavili študijo, kjer so preverjali protitumorske mehanizme dveh planarnih platinovih 
(II) spojin s hqH. V enem kompleksu so na platino (II) vezali dva hqH, v drugem kompleksu 
pa so na platino (II) vezali dva 8-hidroksi-2-metilkinolina. Oba kompleksa sta pokazala 
visoko citotoksičnost do različnih tumorskih celičnih linij in nizko citotoksičnost do 
normalne celične linije HL-7702. Kompleks z metilkinolinom je pri določenih celičnih 
linijah pokazal celo močnejše delovanje od CDDP. Izkazalo se je tudi, da so platinovi (II) 
kompleksi s hqH bolj citotoksični do samega hqH. Oba kompleksa sta ustavila celični cikel 
v G2 in S fazi. Inhibirala p53, povzročila izgubo mitohondrijskega membranskega potenciala 
in povišala nivo ROS vumorskih celicah raka jeter (BEL-7404). Santos in sod. (2013) so 
objavili študijo, kjer so preučevali s halogenom substituirane hqH komplekse s platino (II). 
Ugotovili so, da je substitucija vodika s halogenom (Cl, I) na hqH v platinovih (II) 
kompleksih zelo pomembna za antiproliferativno aktivnost na tumorskih celičnih linijah in 
da prihaja do velikih razlik med samimi celičnimi linijami. Halogeni atomi namreč v 
ligandih povečujejo lipofilnost in s tem višajo membransko permeabilnost kompleksov na 
katere so vezani in izboljšajo njihovo afiniteto do tarče (Liu in sod., 2013a; Bush, 2003). 
Živkovič in sod. (2018) so se prav tako odločili za komplekse hqH s platino (II). Pri tem so 
na hqH vezali različne halogene elemente (Cl, Br, I), metilno skupino, žveplo in NO2. 
Odločili so se za dihalo substituirane hqH. O visoki in vitro protitumorski učinkovitosti 
različnih dihalo-8-hidroksikinolinov kovinskih kompleksov so poročali že Liu in sod., 
(2012, 2013a, 2013b) ter Chen in sod. (2013a, 2013b, 2013c). Leta 2016 so objavili tudi 
raziskavo, kjer so sintetizirali dva platinova (II) kompleksa, enega z 5,7-dijodo-8-
hidroksikinolinom in drugega z 8-hidroksikinolinom. 5,7-dijodo-8-hidroksikinolin platina 
(II) kompleks se je po MTT testu izkazal za veliko bolj toksičnega od 8-hidroksikinolina v 
vseh petih tumorskih celičnih linijah, medtem pa ni kazal toksičnosti do normalne celične 
linije. V nekaterih primerih se je izkazal celo za bolj toksičnega od CDDP (Meng in sod., 
2016). Kasneje je avtor dihalo substituirane hqH preizkusil še v kompleksu z rutenijem (II) 
(Meng in sod., 2019a) in kobaltom (II) (Meng, 2019b), ki so se ravno tako izkazali za zelo 
obetavne. 
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Poleg različnih hqH pa so Živkovič in sod. (2018) na platinov (II) ion vezali še pta ligand. 
Dyson s sod. je prvi pokazal, da je mogoče pripraviti rutenijeve komplekse s pta, ki imajo 
protirakavo delovanje, še posebej proti na CDDP rezistentnim rakavim celicam (Scolaro in 
sod., 2005; Murray in sod., 2016). Ugotovili so, da je aktivnost kompleksov RAPTA (ang. 
ruthenium arene PTA) odvisna od pH, zaradi česar so selektivni do rakavih celic, saj največ 
poškodb na DNA povzročijo prav pri pH, ki je značilen za rakave celice (Allardyce in sod., 
2001). Pta je hidrofilen, oksidativno stabilen in biokompatibilen fosfin in ima zaradi tega 
velik potencial v farmacevtski industriji (Bergamini in sod., 2012; Guerrero in sod., 2013). 
V zadnjih letih so poročali o številnih kovinskih kompleksih s pta, med drugim z rodijem, 
osmijem in iridijem, kjer so ravno tako raziskovali njihov potencial za uporabo v medicini 
(Stringer in sod., 2019; Pettinari in sod., 2015; Paunescu in sod., 2015). Zanimivo pa je, da 
ni veliko raziskav pta kompleksov s platino, čeprav ima platina visoko afiniteto do fosforja 
in je vez med njima zelo močna (Dalla Via in sod., 2016; Quiroga in sod., 2011). Raziskave, 
ki pa vključujejo pta-platina komplekse, pa v veliki meri obravnavajo bis-pta komplekse, ali 
pa komplekse z enim pta in drugim fosfinom. Bergamini in sod. (2012) so sintetizirali nove 
alkilirane pta derivate v kompleksu s platino (II) in rutenijem (II) in drugim fosfinom. Te 
nove derivate so potem preizkusili na CDDP občutljivi T2 humani celični liniji (hibrid med 
humanim limfoblastoidom in CEM celično linijo humane levkemije), na CDDP rezistentni 
SKOV3 celični liniji (tumor jajčnikov) in SW480 (kolorektalni adenokarcinom). Cisplatin 
so uporabili kot kontrolo. Na T2 so delovali novi platinovi (II) kompleksi zelo toksično, trije 
do štirih kompleksov so imeli IC50 nižji od CDDP. Na SKOV3 pa noben kompleks ni deloval 
bolje od CDDP, kar kaže na to, da imajo ti kompleksi podobno delovanje kot CDDP, torej 
se vežejo na DNA. Do raziskave Živković in sod. (2018) pa ni še nobeden sintetiziral 
platinovih (II) kompleksov s pta ligandom in različnimi hqH ligandi. 
Med šestnajstimi različnimi platinovimi (II) kompleksi, ki so jih sintetizirali Živković in sod. 
(2018) smo za testiranje v naši magistrski nalogi izbrali [PtCl (5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(S-dmso)] (spojina A) in njegov pta analog, [PtCl (5,7-dibromo-8-
hidroksikinolinato)(pta)] (spojina B). Spojini A in B imata kvadratno planarno geometrijo z 
bidentatno koordiniranim kinolinskim ligandom, katerega kisikov atom je v trans poziciji, 
gledano relativno na kloridni atom, koordinativno vezan na Pt (II) ion. Ta dva analoga smo 
izbrali, saj sta pokazali določeno selektivnost proti tumorskima celičnima linijama (A375 in 
A549) v primerjavi s celično linijo fibroblastov (MRC5), kar kaže na določeno selektivnost 
spojine za tumorje. Prav tako se je spojina B izkazala za eno bolj citotoksičnih, saj je bila 
njena vrednost IC50 primerljiva z vrednostjo IC50 CDDP. Živkovič in sod. (2018) so raziskali 
tudi ali je privzem novih platinovih (II) analogov v celice primerljiv s CDDP. Ugotovili so, 
da je privzem tako spojine A, kot tudi spojine B v celico višji od privzema CDDP, pri čemer 
je privzem spojine B zaradi velikega pta liganda manjši od privzema spojine A. Ugotovili 
so tudi da ima spojina B visok potencial za tvorbo kompleksov z DNA. Toksičnost spojin so 
preverili tudi in vivo na zarodkih rib cebric (Danio rerio), kjer so ugotovili, da so pta 
kompleksi bolj toksični od njihovih dmso analogov in da pri svoji IC50 koncentraciji 
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povzročijo zvišanje ROS v embrijih, kar je lahko tudi eden izmed mehanizmov delovanja. 
Zaradi toksičnosti primerljive s CDDP, selektivnosti za tumorske celične linije in 
nesignifikantne toksičnosti in vivo so Živković in sod. (2018) predlagali spojino B kot 
potencialno terapevtsko spojino, ki je zanimiva za nadaljnje raziskave. 
5.2 CITOTOKSIČNI UČINEK ELEKTROPORACIJE V KOMBINACIJI S TESTNIMI 
SPOJINAMI 
Za ugotavljanje citotoksičnosti testnih spojin smo naredili test klonogenosti. Na podlagi 
pridobljenih rezultatov smo za posamezno celično linijo in testno spojino narisali graf 
relativne preživelosti celic v odvisnosti od koncentracije testne spojine in izračunali IC50 
koncentracije, torej koncentracijo pri kateri je preživetje celic 50-odstotno.  
Elektroporacija je fizikalna metoda, pri kateri z dovajanjem električnih pulzov povzročimo 
nastanek začasnih por v celični membrani (Serša in sod., 1995). Z nastankom por 
omogočimo prehajanje preko membrane tudi tistim molekulam, ki drugače zaradi svoje 
velikosti ali hidrofobnosti ne bi mogle prehajati. V našem magistrskem delu smo se odločili, 
da bomo z metodo EP poskušali povišati citotoksičnost spojine A in spojine B ter njuno 
citotoksičnost primerjali s citotoksičnostjo CDDP. Ugotovili smo, da že EP sama, brez 
dodane testne spojine povzroči statistično značilno v povprečju 18-odstotno umrljivost celic 
v primerjavi s kontrolnimi netretiranimi celicami. Čeprav EP povzroča v membrani pore, ki 
so samo začasne, pa lahko vsak poseg vpliva na viabilnost celic. Dovajanje električnih 
pulzov lahko povzroči celični stres, kar privede do povišanega nivoja ROS v celicah in to 
lahko vodi v celično smrt (Gabriel in Teissie, 1994). Prav tako je dokazano, da je EP do 
rakavih celic bolj uničujoča kot do normalnih celic, kar je lahko posledica razlik v 
sposobnosti popravljanja membrane med malignimi in zdravimi celicami (Frandsen in sod., 
2016). Ugotovili smo tudi, da je EP v kombinaciji s testnimi spojinami CDDP, spojino A in 
spojino B v obeh testiranih tumorskih celičnih linijah povzročila celično smrt v odvisnosti 
od uporabljene koncentracije citostatika. IC50 koncentracije spojin v kombinaciji z EP so 
statistično nižje od IC50 koncentracij spojin, kjer za vnos v celice nismo uporabili EP. Da je 
EP učinkovita metoda za izboljšanje vnosa CDDP v celice ne preseneča, saj je na to temo 
objavljenih že veliko študij (Serša in sod., 1995, 1997, 1998; Čemažar in sod., 1998a, 1998b, 
1999; Uršič in sod., 2017; Kranjc in sod., 2017; Prevc in sod., 2018). Z našimi rezultati pa 
smo potrdili, da je EP učinkovita metoda ne le za izboljšanje vnosa CDDP v celice, pač pa 
tudi novih platinovih (II) derivatov, spojine A in spojine B. Z uporabo EP se zniža IC50, kar 
pomeni, da je za citotoksičen učinek testnih spojin potrebna nižja koncentracija, kar bi lahko 
zmanjšalo morebitne stranske učinke, ki bi se pojavili pri zdravljenju s temi testnimi 
spojinami.  
Koliko pa je EP dejansko pripomogla k zvišanju citotoksičnosti pa lahko razberemo iz FO. 
Če med seboj primerjamo FO vidimo, da pri celični liniji MCF7 znaša FO za CDDP 4,7, FO 
spojine A je 3,0, spojine B pa 3,1. Iz teh rezultatov lahko vidimo da je EP pri MCF7 najbolj 
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povečala citotoksičnost CDDP, manj pa spojini A in B, kjer razlike skoraj ni. Pri celični liniji 
HT29 pa opazimo, da je EP najbolj povečala citotoksičnost spojine B, kar za 5,6-krat, veliko 
manj pa CDDP in spojini A, kjer razlike skoraj ni, FO za CDDP namreč znaša 3,2, za spojino 
A pa 3,1. Živković in sod. (2018) so v svoji raziskavi primerjali privzem CDDP, spojine A 
in spojine B s koncentracijami 2 mM (približna IC50 koncentracija) v celice pljučnega 
karcinoma A549. Ugotovili so, da imata tako spojina A kot tudi spojina B večjo sposobnost 
prehajanja v celice v primerjavi s CDDP, pri čemer je preko plazmaleme lažje prehajala 
spojina A, kar so pripisali dejstvu, da je spojina B zaradi svojega pta liganda večja in zato 
težje prehaja v celice. To je lahko posledica dihalo-hidroksikvinolina, ki je tako v spojini A 
kot v spojini B vezan na platinov (II) atom. Halogeni atomi v ligandih lahko namreč zvišajo 
membransko permeabilnost kompleksov (Liu in sod., 2013a). Ko so Meng in sod. (2016) 
testirali privzem dveh platinovih (II) kompleksov enega z 5,7-dijodo-8-hidroksikvinolinom 
in drugega z 8-hidroksikvinolom se je izkazalo, da v celice lažje prehaja kompleks z dihalo 
substituiranim hq, kar je dokaz, da je substitucija ligandov s halogenimi elementi dobrodošla 
pri izdelavi novih kovinskih kompleksov s protitumorskim delovanjem. Glede na rezultate 
Živković in sod. (2018) lahko sklepamo, da bo EP bolj prispevala k povečanju 
citotoksičnosti spojine B v primerjavi s spojino A, saj bo spojina B zaradi svoje velikosti 
preko začasnih por veliko lažje prehajala preko membrane kot bi sicer. Tako bo FO večji za 
spojino B kot za spojino A, saj slednja lažje prehaja preko membrane in sama EP ne bo toliko 
vplivala na toksičnost spojine A. To lahko opazimo pri celični liniji HT29, kjer je EP res 
najbolj povečala citotoksičnost ravno spojini B, kar za 5,6-krat. Pri MCF7 ravno tako 
vidimo, da je EP sicer povišala citotoksičnost spojine B bolj od spojine A, vendar je ta razlika 
minimalna. Pri celični liniji MCF7 je EP najbolj zvišala toksičnost CDDP. Kar ni 
presenetljivo, saj se EP največkrat uporablja prav v kombinaciji z bleomicinom ali CDDP, 
kjer pri slednjem lahko poveča citotoksičnost kar do 70-krat (Čemažar in sod., 2015). Tudi 
v raziskavi Živković in sod. (2018) so ugotovili, da CDDP sam težko prehaja preko 
membrane, težje od spojine A in spojine B in zato ni presenetljivo, da je FO pri MCF7 za 
CDDP največji. Očitno pa je učinek EP in prehajanje spojin preko membrane zelo odvisen 
od celične linije, ki jo uporabimo za testiranje. 
Pri celični liniji MCF7 se je glede na vrednosti IC50 za najbolj citotoksično izkazala EKT s 
spojino B, malo manj citotoksična je EKT s CDDP, najmanj toksična pa EKT s spojino A. 
Enako zaporedje lahko opazimo pri skupinah, kjer testnih spojin v celice nismo vnesli s 
pomočjo EP. Spojina B je v primeru MCF7 bolj toksična tako od CDDP, kot tudi od spojine 
A, pri čemer je CDDP bolj citotoksičen od spojine A, tako v kombinaciji z EP kot tudi brez. 
Pri celični liniji HT29 je zelo podobno, najbolj citotoksična je EKT s spojino B z najnižjim 
IC50, za malo manj citotoksično se je izkazala EKT s CDDP, najmanj citotoksična pa je EKT 
s spojino A. Podobno je tudi pri skupinah, kjer CDDP, spojine A in B nismo vnesli z EP le, 
da je v primeru celične linije HT29 CDDP bolj toksičen od spojine B. Najmanj toksična pa 
je spet spojina A. 
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Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je tako pri MCF7 kot tudi pri HT29 v kombinaciji 
z EP najbolj citotoksična spojina B, sledi pa ji CDDP. V primeru, ko spojin v celice nismo 
vnašali z EP pa se je pri HT29 za bolj citotoksično izkazala CDDP, pri MCF7 pa spojina B. 
Pri obeh celičnih linijah se je za najmanj toksično pokazala spojina A, ne glede na to, ali 
smo celice izpostavili EP ali ne. Pri tem je zanimivo to, da je v primeru MCF7 metoda EP 
sicer najbolj povečala citotoksičnost CDDP (za 4,7-krat), vendar pa je toksičnost spojine B 
vseeno večja, kljub temu da je FO za spojino B le 3,1. To kaže na to, da je sama uspešnost 
vnosa zdravila v celice sicer pomembna, vendar ne pomeni nujno tudi najvišje toksičnosti. 
Torej je aktivnost spojine samo deloma odvisna od sposobnosti, da vstopi v celico. Tako pri 
MCF7 kot tudi pri HT29 se je spojina B izkazala za bolj toksično od spojine A, kar je v 
skladu z ugotovitvami Živković in sod. (2018), ki so ugotovili višjo toksičnost spojine B v 
dveh tumorskih celičnih linijah A375 in A549. Na splošno so ugotovili, da so spojine s pta 
ligandi bolj toksične od njihovih dmso analogov. To je v skladu s predhodnimi ugotovitvami 
da so kompleksi s prehodnimi kovinami in enim ali več pta ligandov bolje topni v vodi, kar 
izboljša njihovo biološko aktivnost (Živković in sod., 2018). Spojina B je imela vrednosti 
IC50 celo nižje od IC50 vrednosti CDDP, ko smo ju v celice vnašali z EP. Glede na naše 
rezultate se je pri preiskovanih celičnih linijah spojina B izkazala za primerljivo s CDDP 
oziroma celo bolj toksično od CDDP in je zato lahko primeren kandidat za nadaljnje 
raziskave. 
Če primerjamo citotoksičnost med celičnima linijama vidimo, da se citotoksičnost vseh treh 
spojin, CDDP, spojine A in spojine B v kombinaciji z EP ali brez, statistično razlikuje med 
celičnima linijama HT29 in MCF7. IC50 koncentracije so pri MCF7 nižje kot pri HT29, kar 
pomeni, da so MCF7 celice bolj občutljive na spojino A in spojino B v primerjavi s HT29 
celicami tako v kombinaciji z EP kot tudi brez. Za CDDP pa se je izkazalo obratno, bolj 
citotoksično je deloval na celično linijo HT29, vendar samo v primeru brez EP, ko pa smo 
CDDP v celice vstavljali z EP pa se je MCF7 spet izkazala za bolj občutljivo kot HT29. 
Razlike v IC50 koncentracijah posameznega zdravila med celičnimi linijami niso 
presenetljive. Tudi v številnih drugih študijah lahko vidimo da se IC50 vrednosti določenega 
zdravila med celičnimi linijami razlikujejo. Predvsem pri CDDP je IC50 odvisna tudi od tega 
ali so celice na CDDP odporne. Kranjc in sod. (2017) so na primer preverjali delovanje 
analoga platine trans-[PtCl2(3-hidroksipiridin)2] s CDDP v treh celičnih linijah, ki so 
različno občutljive na delovanje CDDP. IC50 vrednosti so ravno tako kot mi določali s testom 
klonogenosti in ugotovili, da EKT poveča citotoksičnost tako CDDP kot tudi preiskovanega 
analoga platine. Tako kot v našem primeru so se IC50 vrednosti med celičnimi linijami 
razlikovale (Kranjc in sod., 2017). Vsaka celična linija je unikaten sistem z individualnimi 
biološkimi značilnostmi. Tudi če celice pridobimo iz istega tkiva, iste vrste in istega 
histološkega tipa tumorja prihaja med njimi do razlik. Razlog je kompleksen preplet mnogih 
mehanizmov, katerih delovanje nam ni še povsem znano. 
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5.3 UGOTAVLJANJE TIPA CELIČNE SMRTI 
V magistrskem delu smo želeli preveriti, ali EKT s spojinama A in B v tumorskih celičnih 
linijah HT29 in MCF7 povzroča večinoma apoptotično celično smrt. Za preverjanje 
morfoloških sprememb po EKT s testnimi spojinami in vrednotenje umiranja celic smo 
uporabili diferencialno barvanje citospinov po Giemsi. Barvanje preparatov smo izvedli 24 
ur in 72 ur po EKT s testnimi spojinami. Zanimala nas je namreč tudi dinamika delovanja 
novih analogov platine (II), ali pride do apoptoze že po 24 urah ali traja dlje, da testne spojine 
učinkujejo na tumorske celice. Prav tako nas je zanimalo, ali prihaja do razlik v pojavnosti 
apoptoze med celičnima linijama. S svetlobnim mikroskopom smo pod 40-kratno povečavo 
pregledali vse preparate in prešteli apoptotične in nekrotične celice, ki smo jih opredelili 
glede na morfološke lastnosti.  
Tretiranje celic s CDDP, spojino A in spojino B brez EP in v kombinaciji z EP je povzročila 
večinoma apoptotično celično smrt pri obeh celičnih linijah, neodvisno od časa inkubacije 
(24 ur oziroma 72 ur). Delež apoptotičnih celic je statistično značilno 2 do 7-krat večji od 
deleža nekrotičnih pri celicah, ki so bile tretirane samo s testnimi spojinami ali v kombinaciji 
z EP. Pri kontroli in EP kontroli ni statistično značilnega različnega števila apoptotičnih 
oziroma nekrotičnih celic, tako pri MCF kot tudi HT29 neodvisno od časa inkubacije, razen 
v primeru MCF7 po 72 urah inkubacije, kjer je bilo statistično značilno več več apoptotičnih 
celic, tako pri kontroli, kot tudi pri EP. Način umiranja celic je zelo pomemben, ko 
raziskujemo uporabnost protitumorskih zdravil, saj je umiranje celic glavni učinek njihovega 
delovanja. Apoptoza in nekroza imata zelo različne učinke na okoliško tkivo in celoten 
organizem (Doonan in Cotter, 2008; Mills in sod., 1999). Apoptoza je kontrolirana celična 
smrt, pri kateri pride do nastanka apoptotskih telesc, ki jih razgradijo fagociti. Pri nekrozi pa 
pride do razlitja celične vsebine v okoliško tkivo, kar povzroči aktivacijo imunskega sistema 
in vnetnega odziva (Trovano in sod., 2001). Pri zdravljenju tumorjev si nekroze okoliškega 
zdravega tkiva ne želimo tako, da je vsekakor bolje, če protitumorska zdravila v celicah 
inducirajo celično smrt po poti apoptoze in ne nekroze. Iz naših rezultatov lahko vidimo, da 
najdemo tako apoptotične kot tudi nekrotične celice pri vseh skupinah, ne glede na testno 
spojino, celično linijo ali čas inkubacije. Čeprav imata načeloma ti dve obliki celične smrti 
zelo različne morfološke in biokemijske značilnosti, pa se vseeno lahko zgodi, da obe obliki 
najdemo v enakem tkivu oziroma celični kulturi, ki jo izpostavimo istemu dražljaju (Eguchi 
in sod., 1997; Zhan in sod., 1999). Prisotnost obeh oblik celične smrti pri isti populaciji 
tumorskih celic je dokaz, da ali bo celica prešla v apoptozo ali nekrozo ni odvisno samo od 
koncentracije protitumorskega zdravila, pač pa tudi od celičnih intrinzičnih karakteristik in 
energijskega statusa vsake posamezne celice v trenutku aplikacije zdravila (Gomez-Ruiz in 
sod., 2012). Tako na primer nivo intracelularnega ATP določa, ali bodo protitumorska 
zdravila kot je CDDP povzročila celično smrt preko apoptoze ali nekroze. Nizek nivo 
citosolnega ATP v času aplikacije zdravila celico navadno vodi v nekrozo (Eguchi in sod., 
1997). Katera oblika celične smrti bo prevladovala, je odvisno tudi od celične linije. Pri 
tretiranju celic s CDDP pri določenih celičnih linijah opazimo večinoma apoptozo, pri drugih 
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nekrozo, pri tretjih pa oba tipa celične smrti hkrati (Barry in sod., 1990; Fuertes in sod., 
2003; Pestell in sod., 2000). Tako v našem primeru višji delež nekrotičnih celic opazimo pri 
celični liniji MCF7 v primerjavi s HT29. 
Opazimo lahko, da prihaja do apoptoze in nekroze tudi pri kontrolni skupini in 
elektroporirani kontrolni skupini. Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic pri obeh kontrolah 
je med 3 in 15-odstoten, pri čemer je delež pri elektroporirani kontroli višji, vendar razlika 
ni statistično značilna. Odmrle celice pri kontrolah so verjetno posledica kemičnih in 
mehanskih poškodb celic med samo pripravo preparatov in odmiranja celic zaradi 
normalnega celičnega cikla. 
Kljub temu, da je nekaj celic nekrotičnih oziroma apoptotičnih že pri kontrolnih skupinah, 
pa je deležu umirajočih celic v skupinah tretiranih z vsemi testnimi skupinami signifikantno 
višji od kontrol. Glede na to, da obstajajo statistično značilne razlike med kontrolo in CDDP, 
spojino A in spojino B, ter med elektroporirano kontrolo ter skupinami, kjer smo za vnos 
testnih spojin uporabili EP, lahko sklepamo, da CDDP, spojini A in B na celice delujejo 
toksično in povzročajo apoptozo. Enak trend lahko opazimo pri obeh celičnih linijah, 
neodvisno od dolžine časa inkubacije. Iz pridobljenih rezultatov lahko tudi vidimo, da 
obstaja signifikantna razlika med CDDP, spojino A in spojino B, ter skupinami, kjer smo 
testne spojine v celice vnašali z EP. Pri obeh celičnih linijah, ne glede na dolžino inkubacije, 
je deleža poptoze skupin, kjer smo testne spojine kombinirali z EP višji od skupin, kjer 
testnih spojin nismo vnašali z EP. Elektroporacija je najverjetneje povzročila nastanek 
začasnih por v celični membrani, kar je olajšalo prehajanje testnih spojin v celice, izboljšalo 
njihovo citotoksičnost, kar se odraža v povišanemu deležu apoptoze. Da testne spojine 
CDDP, spojina A in spojina B delujejo citotoksično na obe celični liniji in da EP poveča 
citotoksično delovanje istih treh spojin, je v skladu z našimi rezultati testa klonogenosti. 
Če med seboj primerjamo vse tri testne spojine in če nas zanima ali obstaja razlika med 
toksičnostjo spojin, lahko pri celični liniji HT29 vidimo, da med spojinami CDDP, A in B 
po 24 urah inkubacije ni signifikantnih razlik, torej ne moremo govoriti o večji 
citotoksičnosti ene ali druge spojine. Če pa med seboj primerjamo elektroporirane skupine 
pa vidimo, da EKT s CDDP povzroči večji delež apoptoze kot EKT s spojino A. 
Elektrokemoterapija s spojino B pa učinkuje podobno kot EKT s CDDP in EKT s spojino 
A, torej je po toksičnosti nekje med EKT s spojino A in EKT s CDDP. Po 72 urah inkubacije 
pa lahko med posameznimi skupinami brez EP vidimo signifikantno razliko med CDDP in 
spojino A, kjer je delež apoptoze pri CDDP signifikantno višji od deleža apoptoze celic, ki 
smo jih tretirali s spojino A. Pri elektroporiranih skupinah pa po 72 urah inkubacije vidimo 
enak trend kot po 24 urah, spet je signifikantna razlika samo med EKT s CDDP in EKT s 
spojino A, kjer EKT s CDDP povzroči višji delež apoptoze. Iz tega lahko sklepamo, da je 
toksičnost EKT s CDDP podobna toksičnosti EKT s spojino B, saj med njima ni statistično 
značilne razlike.Če primerjamo delež apoptotičnih celic pri HT29 med 24 urami in 72 urami 
vidimo, da ni statistično značilnih razlik. Pri vseh skupinah, razen pri spojini A in spojini B 
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brez EP, se je sicer delež apoptotičnih celic po 72 urah inkubacije zvišal, vendar ne dovolj, 
da bi bilo to statistično relevantno. Pri spojini CDDP je podobno, med 24 in 72 urami 
inkubacije ni statistično značilnih razlik, ker pa se je po 72 urah delež apoptoze pri CDDP 
malo povišal, pri skupini A pa do povišanja deleža ni prišlo, vidimo statistično razliko med 
CDDP in spojino A. Iz tega lahko sklepamo, da je učinek CDDP po 72 urah sicer večji, kot 
po 24 urah inkubacije, a statistično ni značilen. Pri tem je pomembno omeniti to, da smo 
celice vsem trem testnim spojinam izpostavili le za 5 minut, nato pa smo platinove (II) 
spojine sprali. Razlike med deležem apoptotskih celic, ki bi jih opazili med 24 urami in 72 
urami inkubacije bi bile tako posledica različne hitrosti delovanja spojin in ne sposobnosti 
prehajanja spojin preko membrane z difuzijo oziroma različnimi transmembranskimi 
prenašalci preko daljšega časovnega obdobja. Glede na to, da pri celični liniji HT29 ni 
razlike med 24 in 72 urami inkubacije lahko sklepamo, da vse tri spojine dosežejo svoj 
maksimum delovanja na HT29 že po 24 urah. 
Primerjava citotoksičnosti samih spojin na celični liniji MCF7 po 24 urah inkubacije 
opazimo signifikantno razliko med deležema apoptotskih celic le med CDDP in spojino A 
medtem, ko je učinek spojine B in CDDP primerljiv. Če med seboj primerjamo 
elektroporirane skupine opazimo, da EKT s CDDP povzroči signifikantno višji delež 
apoptoze v primerjavi z EKT s spojino B in EKT s spojino A. Elektrokemoterapija s spojino 
B sicer povzroči nekaj odstotkov več apoptoze kot EKT s spojino A, a med njima ni 
statistične razlike. Po 72 urni inkubaciji ne vidimo več razlike med CDDP in spojino A, saj 
med vsemi tremi testnimi spojinami ni statistično značilnih razlik. Pri elektroporiranih 
skupinah vidimo razliko med EKT s spojino CDDP in EKT s spojino A, kjer EKT s CDDP 
povzroči signifikantno več apoptoze. Ponovno lahko torej sklepamo, da je CDDP v 
kombinaciji z EP bolj citotoksičen od spojine A. Elektrokemoterapija s spojino B se po 72 
urah statistično ne razlikuje od EKT s CDDP in EKT s spojino A. Po 72 urah inkubacije se 
je delež apoptotičnih celic kot posledice EKT s spojino B povečal do mere, ko statistično 
značilna razlika z EKT s CDDP po 24 urah inkubacije ni več prisotna. Še vedno pa tudi ni 
statistične razlike med EKT s spojino B in EKT s spojino A, čeprav je delež apoptotičnih 
celic, ki so posledica EKT s spojino B vseeno nekoliko višji od EKT s spojino A. Če 
primerjamo delež apoptoze glede na trajanje inkubacije celic MCF7 opazimo, da se delež 
apoptotičnih celic sicer zviša pri vseh skupinah, vendar se statistično značilne razlike 
pojavijo le med EKT s CDDP, EKT s spojino A in EKT s spojino B. Pri vseh je delež 
apoptoze po 72 urah povečan. Sklepamo, da se celice MCF7 kasneje odzivajo na delovanje 
spojin oziroma, da pri MCF7 testne spojine potrebujejo dlje časa, da povzročijo 
nepopravljive napake v tumorskih celicah, kar privede do apoptoze. Vidimo lahko, da je 
EKT s CDDP v kombinaciji z EP povzročil največ apoptotične celične smrti, nekaj manj 
manjši delež apoptoze pa je povzročil EKT s spojino B, kar pa se statistično ne razlikuje od 
EKT s CDDP. Posledično domnevamo, da je toksičnost EKT s spojino B primerljiva EKT s 
CDDP. 
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V raziskavi Grabner in sod. (2016) so preverjali citotoksičnost CDDP in nove platinove (II) 
spojine, trans-platinovega (II) kompleksa s 3-hidroksimetilpiridinom (trans-[PtCl2(3-
hmpy)2]) ]) na humani celični liniji karcinoma mehurja T24, karcinoma ovarija IGROV 1 in 
njeni podliniji odporni na cisplatin IGROV 1/RDDP. Citotoksičnost tega platinovega 
kompleksa je bila primerljiva s CDDP. Ugotovili so, da platinov kompleks povzroči hude 
konformacijske spremembe na plazmidni DNA. Tovrstne spremembe v DNA sprožijo 
drugačen potek apoptotične celične smrti. Apoptozo so opredeljevali v T24 celicah v 
različnih časovnih intervalih in ugotovili, da CDDP povzroči povečan delež apoptotičnih 
celic že 12 ur po terapiji. Nasprotno pa je bila pri trans-[PtCl2(3-hmpy)2] stopnja celične 
smrtnosti sicer opazna že 12 ur po terapiji, vendar pa je vrh dosegla šele po 24 urah. Ti 
rezultati nakazujejo na to, da je delovanje CDDP hitrejše od trans-[PtCl2(3-hmpy)2]. V 
našem primeru pa lahko vidimo, da pri celični liniji HT29 ne opazimo razlik pri pojavu 
apoptoze med 24 in 72 urami, pri MCF7 pa je delež apoptoze pri EKT skupinah po 72 urah 
višji kot po 24 urah. Če pa med seboj primerjamo celični liniji vidimo, da statističnih razlik 
med apoptozo po 24 urah in 72 urah inkubacije med HT29 in MCF7 ni. Tako ne moremo 
reči, da testne spojine CDDP, spojina A in spojina B na preiskovani celični liniji vplivajo 
različno. Tako pri HT29, kot tudi pri MCF7 je citotoksičnost CDDP v kombinaciji z EP višja 
in povzroči večjo stopnjo apoptoze, kot spojina A. Citotoksičnost spojine B v kombinaciji z 
EP je nekje med CDDP in spojino A. Te ugotovitve so podobne našim ugotovitvam s testom 
klonogenosti, kjer so bile vrednosti IC50 najnižje za EKT s spojino B, IC50 za EKT s CDDP 
pa je bil le malo višji. Rezultati kažejo na to, da je EKT s spojino B podobno oz. celo bolj 
toksična kot EKT s CDDP.   
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V magistrskem delu smo želeli raziskavo Živković in sod. (2018), v kateri so sintetizirali, 
karakterizirali in testirali delovanje šestnajst novih platinovih (II) spojin, razširiti še na druge 
vrste tumorskih celic, ter preveriti ali z EP lahko povečamo njihov vnos v celice in 
izboljšamo citotoksično delovanje. Po testiranju smo izbrali spojino B, s formulo [PtCl (5,7-
dibromo-8-hidroksikinolinato)(pta)]. Ta se je izkazala za najbolj obetavno tudi v raziskavi 
Živković in sod. (2018), saj je njena toksičnost v celičnih linijah A375 in A549 primerljiva 
s toksičnostjo CDDP, je selektivna za tumorske celične linije in ne kaže izrazite toksičnosti 
v in vivo eksperimentih na embrijih rib cebric. Poleg spojine B smo testirali tudi njen analog, 
spojino A s formulo [PtCl (5,7-dibromo-8-hidroksikinolinato)(S-dmso)], ki se od spojine B 
razlikuje po tem, da ima namesto pta liganda vezan dmso. S pridobljenimi rezultati smo 
ugotovili stopnjo občutljivosti humanih celičnih linij raka debelega črevesja (HT29) in raka 
dojke (MCF7) na zdravljenje z EKT v kombinaciji s spojino A in spojino B, ter njuno 
delovanje primerjali z delovanjem CDDP. 
V magistrskem delu smo dokazali naslednje: 
• Spojina A in spojina B toksično delujeta na celični liniji HT29 in MCF7, tako v 
kombinaciji z EP kot tudi brez. Toksičnost spojine B v kombinaciji z EP je 
primerljiva s toksičnostjo CDDP pri celični liniji HT29 in MCF7. 
• Spojina B je bolj citotoksična od spojine A, tako v kombinaciji z EP kot tudi brez 
pri celični liniji HT29 in MCF7. Občutljivost na testne spojine se med celičnima 
linijama razlikuje. MCF7 je bolj občutljiva na delovanje spojine A in spojine B 
v primerjavi s HT29. 
• Elektroporacija signifikantno poveča citotoksično delovanje spojine A in spojine 
B pri celični liniji HT29 in MCF7. Potrdili smo, da je EP učinkovita metoda ne 
le za izboljšanje vnosa CDDP v celice, pač pa tudi za vnos spojine A in spojine 
B. 
• Učinek EP je odvisen od celične linije. Pri MCF7 je EP bolj povečala 
citotoksičnost CDDP v primerjavi s spojino B, pri HT29 pa ravno obratno. Tako 
pri MCF7 kot pri HT29 pa je EP povečala citotoksičnost spojine B v večji meri 
kot spojine A. Sklepamo, da je aktivnost spojine le deloma odvisna od njene 
sposobnosti vstopa v celico. 
• Elektrokemoterapija s spojino A, spojino B in CDDP sproži celično smrt z 
apoptozo pri celični liniji HT29 in MCF7 in v manjši meri tudi z nekrozo. 
Največji delež apoptoze je sprožila EKT s CDDP in najmanj EKT s spojino A. 
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S tem smo potrdili prvi dve postavljeni hipotezi. Preko naših rezultatov smo tudi dokazali, 
da je spojina B bolj toksična od spojine A v celičnih linijah MCF7 in HT29, kar je skladno 
z ugotovitvami Živković in sod. (2018), ki so spojine testirali na dveh drugih tumorskih 
celičnih linijah. Prav tako smo dokazali, da spojina B v kombinaciji z EP na obe celični liniji 
deluje enako ali pa celo bolj toksično od same CDDP. Tretjo delovno hipotezo pa lahko 
potrdimo samo deloma. Ugotovili smo, da tako spojina A kot spojina B v kombinaciji z EP 
večinoma sprožita smrt tumorskih celic z apoptozo, kar je za protitumorska zdravila 
dobrodošlo, kljub temu pa smo pri testiranih spojinah opazili tudi nekrozo, česar v tretji 
hipotezi nismo predvideli. Prav tako ne moremo potrditi, da spojina A in spojina B zmanjšata 
sposobnost delitve celic, saj delečih celic na naših preparatih, ne pri kontroli, ne pri testnih 
skupinah, nismo našli veliko.  
Tako kot pri Živković in sod. (2018) se je tudi pri nas spojina B izkazala za bolj toksično v 
primerjavi s spojino A. Prav tako smo pokazali, da je EP dobra metoda za izboljšanje 
citotoksičnosti obeh novih derivatov platine (II) in da je EKT s spojino B primerljiva 
oziroma celo bolj toksična kot EKT s CDDP. Glede na to, da obstajajo razlike v 
citotoksičnosti med celičnimi linijami, pa bi bilo smotrno eksperimente ponoviti še na drugih 
tumorskih celičnih linijah in in vivo. Prav tako bi bilo dobro EKT s preiskovanimi spojinami 
uporabiti tudi na različnih normalnih celicah in tako dodatno preveriti selektivnost spojin za 
tumorske celice. Glede na to, da sta spojini A in B nova derivata platine (II), katerih 
mehanizem delovanja še ni znan, bi bilo smiselno raziskave usmeriti tudi v to smer. Živković 
in sod. (2018) v svoji raziskavi in vitro niso mogli potrditi interakcije spojine A in B z DNA, 
kar naj bi bil eden izmed možnih mehanizmov delovanja, zato bi bilo smiselno preveriti, ali 
obstajajo tudi drugi mehanizmi delovanja, s katerimi spojini povzročata celično smrt.   
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